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1. EINLEITUNG

Die vorliegende Arbeit stellte sich zur Aufgabe, Prüfungsvorschriften eini¬

ger Alkaloidbasen und -salze für die Ph. Helv. VI nach den neuen Richtlinien aus¬

zuarbeiten.

Zur Ueberarbeitung bestehender Ph. Helv. V-Vorschriften gelangten Atropi-

nium sulfuricum und Ephedrinium chloratum, während neu Vorschriften für die

Alkaloidbasen Atropinum basicum und Ephedrinum basicum bearbeitet wurden.

Neu in die Ph. Helv. VI werden Reserpinum basicum, Ergotaminium tartaricum

und Dihydroergotaminium methansulfonicum aufgenommen, für die ebenfalls Vor¬

schläge ausgearbeitet wurden.

Bei den Identitätsreaktionen wurde vor allem die Brauchbarkeit von

Alkaloid-Fällungsreagenzien untersucht; verschiedene interessante Beobachtungen

gestatten neue Identifizierungsvorschriften anzugeben.

Für die Identitäts- und Reinheitsprüfung erschien es uns zweck¬

mässig, die Möglichkeit der Papierchromatographie abzuklären; unsere Befunde

gestatten ihre Verwendung für Atropinum basicum, Atropinium sulfuricum, Dihy¬

droergotaminium methansulfonicum, Ergotaminium tartaricum und Reserpinum

basicum.

Als Methoden der Gehaltsbestimmung wurden vor allem die Stickstoff¬

bestimmung nach Kjeldahl, die Titration in wasserfreiem Milieu, die Wasserbe¬

stimmung nach Karl Fischer, die kolorimetrische Bestimmung und die UV-

Spektrophotometrie vergleichend überprüft, da die genannten Verfahren neu in

die Supplemente n und HI der Ph. Helv. V eingeführt wurden und künftig auf brei¬

terer Basis verwendet werden sollen.

Zwecks Auswertung unserer Untersuchungsresultate wurden die Prüfungsvor¬

schläge nach den neuen redaktionellen Normen der Ph. Helv. VI aufgestellt.
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2. ALLGEMEINER TEIL

2.1. DIE UNTERSUCHTEN HANDELSMUSTER ALS TESTMATERIAL

Die Ausarbeitung der Prüfungsvorschriften nahmen wir anhand von handels¬

üblichen Stoffen vor, welche uns von den Herstellerfirmen zur Verfügung gestellt

wurden. Es war uns im besonderen daran gelegen, von jedem Arzneistoff mög¬

lichst viele Muster in die Prüfung einzubeziehen, damit eine vergleichende Beur¬

teilung der Leistungsfähigkeit der pharmazeutischen Industrie, sowie die Gewähr,

dass unsere Forderungen erfüllbar sind, gegeben waren. Bei der Aufstellung der

Prüfungsnormen wurden die von uns am besten beurteilten Muster als verbind¬

lich betrachtet; sie schalten Substanzen mit offensichtlichen Mängeln aus. Wie

wir feststellen konnten, stimmen unsere Forderungen weitgehend mit denjenigen

schon bestehender Prüfungsvorschriften anderer Pharmakopoen, sowie mit den

Unterlagen, welche uns die pharmazeutische Industrie lieferte, überein.

2.2. SINNENPRUEFUNGEN

Die untersuchten Substanzen lagen - mit einer Ausnahme - alle als fein

kristalline Pulver vor. Die Farbe der Substanzmuster wurde, wenn nö¬

tig nach feinem Pulverisieren, gegen völlig weisses Filtrierpapier verglichen.

Nur bei zwei Substanzen muss eine schwache Gelb- bzw. Graufärbung zugelas¬

sen werden.

Die Geruchsprobe wurde nach der folgenden Vorschrift ausgeführt:

"2 g des Stoffes werden in ein Wägegläschen von 500 mm innerem

Durchmesser und 30 mm Höhe gebracht. Die Substanz ist so zu ver¬

teilen, dass sie eine möglichst grosse Oberfläche zeigt. Das Wäge¬
gläschen wird hierauf sofort verschlossen. Nach 5 Minuten wird dieses

geöffnet und geprüft, ob auf Entfernung von 2 - 4 cm ein Geruch wahr¬

nehmbar ist".

In einigen Fällen musste diese Prüfung infolge Substanzmangel mit einer

kleineren als der vorgeschriebenen Substanzmenge vorgenommen werden.

Von Geschmacksproben haben wir, da es sich bei den geprüften Sub¬

stanzen fast durchwegs um Venena mit kleiner Maximaldosis handelt, absehen

müssen, um toxische Einflüsse zu vermeiden.
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2.3. STAMMLOESUNGEN

Sofern die zu prüfende Substanz genügende Löslichkeit in Wasser aufwies,

nahmen wir die Identitäts- und Reinheitsprüfungen weitgehend in der wässrigen

Stammlösung (= S) vor, deren Konzentration je nach Prüfsubstanz zwischen

0,0035 und 0,22 molar lag.

Bei den in Wasser unlöslichen Substanzen verwendeten wir eine Lösung in

Weingeist bzw. Chloroform als Stammlösung (= S»), Zudem führten wir gewisse

Reinheitsprüfungen in einem wässrigen Auszug aus, welchen wir der besseren

Formulierung wegen ebenfalls als Stammlösung (= S.) bezeichnen.

In der Mehrzahl der Fälle wurden die Stammlösungen mit genau gewogener

Substanz hergestellt, da sie für Reinheitsprüfungen mit quantitativem Charakter

herangezogen werden.

Sofern die Stammlösungen aus Gründen der Haltbarkeit innerhalb einer ge¬

wissen Zeit zu verwenden sind, finden sich in den Einzelartikeln entsprechende

Bemerkungen.

Die so bereiteten Stammlösungen dienten uns auch zur Feststellung der

vollständigen Löslichkeit (unlösliche Verunreinigungen, Filterpapierreste,

Staub etc.) und einer unzulässigen Färbung. Die für die Ph.Helv.VT in

Aussicht genommenen Vorschriften über die Bestimmung der Opaleszenz und

Trübung einerseits, und die höchst zulässige Färbung nach Ph. Helv. V, Suppl. DI,

andererseits, erwiesen sich bei unseren Untersuchungen als brauchbar.

2.4. rDENTITAETSPRUEFUNGEN

2.4.1. Allgemeine Bemerkungen

Als Identitätsreaktionen auf die Basen resp. den Basenteil der Alkaloidsalze

fanden sich in der Literatur in erster Linie unspezifische Farbreaktionen, welche

wir auf ihre Brauchbarkeit für Pharmakopöe-Zwecke überprüften. Trotz ihrer

ünspezifität schien es uns angezeigt, die eine oder andere Reaktion vorzuschla¬

gen, obwohl bei positivem Ausfall damit vielfach nur die Zugehörigkeit eines

Alkaloides zu einer bestimmten Alkaloidgruppe nachgewiesen werden kann, d.h.

diese Reaktionen lediglich den Charakter und Wert von Gruppenreaktionen besit¬

zen.
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Eine weitere Möglichkeit zur Identifizierung des Basenanteils der untersuch¬

ten Alkaloide sahen wir in der Herstellung von Derivaten (Salze und Komplex¬

verbindungen) mit Alkaloid-Fällungsreagenzien (z.B. Ammoniumreineckat, Tetra-

phenylbor-Natrium, Pikrinsäure) und nachfolgender Bestimmung des Schmelzbe¬

reiches der erhaltenen Derivate.

2.4.2. Alkaloid-Fällungsreagenzien

Der Herstellung von kristallinen, eindeutig definierten Derivaten haben wir

in dieser Arbeit besondere Aufmerksamkeit geschenkt. Soweit uns Substanzmus¬

ter in genügender Menge zur Verfügung standen, haben wir auch Nebenalkaloide

der zu untersuchenden Substanzen zur Bildung von Derivaten herangezogen. Es

schien uns wichtig, festzustellen, ob die Schmelzbereiche der Derivate nahe ver¬

wandter Alkaloide genügende Abweichung voneinander zeigen, damit deren Bestim¬

mung als Spezifizierung der weiter oben angegebenen Farbreaktionen und damit

im günstigsten Falle als Identifizierung des betreffenden Alkaloides betrachtet

werden kann.

1h der Literatur fanden sich wenig und z.T. ungenaue Angaben über die

Herstellung von Derivaten unserer Substanzen. Es galt daher in Reihenuntersu¬

chungen festzustellen, in welchem Lösungsmittel oder Lösungsmittelgemisch eine

kristalline Fällung erhalten werden kann. Die für die Fällung optimale Konzen¬

tration der zu prüfenden Substanz und der Reagenzien musste ebenfalls in zahl¬

reichen Versuchen ermittelt werden. Um enge Schmelzbereiche zu erhalten, ist

in einigen Fällen wiederholtes Umkristallisieren ausschlaggebend, und es musste

experimentell das hierfür am besten geeignete Lösungsmittel oder Lösungsmittel¬

gemisch gefunden werden. In Fällen, wo die Umkristallisation keine merkliche

Erhöhung und Einengung des Schmelzbereiches zur Folge hatte, haben wir darauf

verzichtet.

2. 4. 2.1. Ammoniumreineckat

Mit Ammoniumreineckat, dem Ammoniumsalz der Tetra-rhodanatodiamin-

chromisäure, bilden viele Alkaloide und alkaloidähnliche Substanzen schwerlös-



- 15 -

liehe Niederschläge nach folgender Gleichung:

Alk.H®- Cl0+Cr(NH3)2(SCN)®- NH4®-JÂlk. H ®- Cr(NH3)2(SCN)4®| +NH4C1
,

?
,

Wir verwendeten als Reagens eine 2,5 %ige wässrige Lösung von Ammo-

niumreineckat, wie sie auch in USP XV offizinell ist, und versuchten damit kris¬

talline Reineckate unserer Versuchssubstanzen zu erhalten. Dieses gelang in je¬

dem Falle, bei Atropin und Ephedrin aus mit wenig Salzsäure angesäuerten wäss-

rigen Lösungen, bei den übrigen Substanzen aus Azeton-Wasser-Mischungen ver¬

schiedener Zusammensetzung. Leider wiesen sämtliche der hergestellten Reinek-

kate einen Zersetzungspunkt auf, weshalb sie sich zur Identifizierung der zu prü¬

fenden Substanzen weniger eignen und deshalb nicht herangezogen wurden.

2.4.2.2. Tetraphenylbor-Natrium (Kalignost)

Unter Kalignost versteht man das Natriumsalz der Tetraphenyl-Borwasser-

stoffsäure, welches von Wittig (1) eingeführt wurde. Es bildet mit Kalium,

Ammonium, sowie mit alkaliähnlichen Stickstoffbasen fein kristalline Niederschläge,

welche aus eindeutig definierten, komplexen Salzen bestehen:

Alk.H®- CH3COO0+B(C6H5)4©- Na ®—«-pUk. H®" BfCgH^^L CHgCOONa
*

»
'

Die Verwendung von Kalignost schien uns zur Herstellung von kristallinen

Derivaten der zu prüfenden Substanzen geeignet zu sein. Bei unseren Versuchen

stützten wir uns z.T. auf die Arbeiten von Aklin und Durst (2), sowie von

Aklin (3), welche das Verhalten zahlreicher Alkaloide gegenüber Kalignost tes¬

teten und für einige Alkaloide gravimetrische Bestimmungsmethoden angeben.

Als Reagens verwendeten genannte Autoren (2) eine 0,1 m (= ca. 3 %ige) wäss¬

rige Lösung von Kalignost, welche durch Zugabe von 0,2 n Aluminiumchloridlö¬

sung bis pH ca. 6-7 und nachherige Filtration stabilisiert wird. Diese Reagens¬

lösung zeigte keinerlei Nachtrübung und erwies sich als sehr zweckmässig.

Die Reaktion ist sehr empfindlich, z.B. tritt bei Atropinsulfat in 0,0001 m

Lösungen noch eine Fällung ein.
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Bei Atropin und Ephedrin, für welche Alkaloide wir auch gravimetrische

Bestimmungsmethoden mit Kalignost ausarbeiteten, erfolgte die Bildung kristal¬

liner Niederschläge am besten in der mit verdünnter Essigsäure und einigen

Tropfen 0,2 n Aluminiumchloridlösung auf pH 5 - 6 eingestellten, auf 70 bzw.

40 erwärmten, wässrigen Lösung. Zugabe von Aluminiumchlorid ist zu empfeh¬

len, damit allzu fein suspendierte Niederschläge zusammenballen und dadurch

besser filtrierbar werden.

Das Reserpintetraphenylborat erhielten wir aus einer Lösung der Substanz

in verdünnter Essigsäure unter Eiskühlung, die Derivate von Ergotamin und Di¬

hydroergotamin aus Mischungen von Azeton und Wasser.

Mit allen Substanzen ergaben sich schon bei der Fällung bzw. nach kürze¬

rem oder längerem Stehenlassen in der Kälte kristalline Derivate; bei Reserpin

und den Mutterkornalkaloiden musste eine geringere Kristallisierfähigkeit festge¬

stellt werden. Die Umkristallisation kann aus Azeton-Wasser-Mischungen vorge¬

nommen werden; auch Methylalkohol hat sich als geeignet erwiesen.

Wie wir feststellten, sind die Derivate der untersuchten Substanzen thermo-

labil und werden deshalb mit Vorteil ohne Wärmeanwendung im Exsikkator ge¬

trocknet. In einigen Fällen erwies es sich als notwendig, bei der Bestimmung

des Schmelzbereiches das Heizbad vorzuwärmen.

Die Kalignost-Derivate von Atropin und Ephedrin wiesen gut erkennbare

Schmelzbereiche auf, die Tatsache jedoch, dass die Derivate einiger Nebenalka-

loide praktisch bei der gleichen Temperatur schmelzen, veninmöglicht die siche¬

re Identifizierung der genannten Alkaloide. Von den übrigen Derivaten, die alle

unter Zersetzung schmelzen, kann höchstens dasjenige des Ergotamins zur Iden¬

tifizierung herangezogen werden, da der Zersetzungspunkt hier relativ gut wahr¬

nehmbar ist.

2.4.2.3. Pikrinsäure

Pikrinsäure ist das in den Monographien am häufigsten aufgeführte Fällungs¬

mittel und wird auch von der Ph. Helv. V für viele Substanzen verwendet.

oe

OH

Alk. H0- CH3COO0+O2N—1*=^— N02-

V
NO„

.H®-°2NiprN0*
NO„

+ CHgCOOH
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Die Fällungen erfolgten mit der 1,2 %igen Reagenslösung aus essigsauren, wäss-

rigen Lösungen der Substanzen bzw. aus Azeton-Wasser-Mischungen und ergaben

für alle Substanzen kristalline Derivate. Zum Umkristallisieren verwendeten wir

je nach Substanz Wasser, Aethylalkohol oder Benzol.

Die Schmelzbereiche der Derivate von Atropin und Ephedrin sind äusserst

scharf, weshalb eine Identifizierung der beiden Alkaloide durch ihre Pikrate mög¬

lich ist. Bei Reserpinpikrat und Dihydroergotaminpikrat allerdings handelt es sich

um Zersetzungspunkte, die jedoch gut wahrnehmbar und somit für die Charakte¬

risierung der Substanzen brauchbar sind. Ergotamin liefert ein Pikrat, welches

sich schon etwa 20 vor dem Schmelzintervall schwarz färbt, wodurch dieses

schwer erkennbar wird.

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass sich die Fällung mit Pikrinsäure

für die zu prüfenden Substanzen als sehr geeignet erwiesen hat, da durchwegs

kristalline Derivate erhalten wurden, deren Schmelzbereiche - mit einer Aus¬

nahme allerdings - zur Identifizierung der Substanzen in Betracht gezogen wer¬

den können.

2.4.2.4. Verschiedene weitere Fällungsreagenzien

Für einzelne Alkaloide versuchten wir durch Anwendung anderer Fällungs¬

reagenzien zu weiteren Unterscheidungsmöglichkeiten zu gelangen.

Die Fällung mit Dragendorff - Reagens gestattet eine sichere Unter¬

scheidung von 1-Ephedrin und dl-Ephedrin anhand der Kristallform ihrer Deri¬

vate. Basierend auf der Arbeit von Poethke und Hädicke (4) arbeiteten wir

eine Vorschrift für den betreffenden Pharmakopoe-Artikel aus.

Silikowolframsäure erzeugt in wässrigen Lösungen von 1-Ephedrin

bzw. seiner Salze eine amorphe Fällung, während dl-Ephedrin sowie d-Pseudo-

ephedrin mit genanntem Reagens kristalline Derivate bilden.

In einigen Monographien (USP'XIV, Brit.Ph. 1958) wird die Fällung mit

Goldchlorwasser st off säure zur Identifizierung von Atropin angewendet.

Nach unseren Feststellungen eignet sich dieses Reagens sehr gut zur Unterschei¬

dung von Atropin und Hyoscyamin, weil deren Derivate scharfe und voneinander

abweichende Schmelzbereiche aufweisen. Wir ziehen jedoch in diesem Falle die

Differenzierung mittels der Pikrate vor, da sie bezüglich der Herstellung am

zugänglichsten sind.
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Für Reserpin schlägt DAK Praeparater die Fällung mit Perchlorsäure

vor, wobei ein kristallines Derivat erhalten wird, welches unter Zersetzung

schmilzt, und uns deshalb zur Identifizierung wenig geeignet schien.

2.4.3. Papierchromatographische Prüfung

Die besondere Eignung der Papierchromatographie für unsere, Aufgabe er¬

gab sich aus der Art des vorliegenden Prüfungsmaterials. Handelt es sich bei

den untersuchten Substanzen doch durchwegs um Naturstoffe, welche vorwiegend

durch Isolierung aus pflanzlichen Materialien gewonnen werden. Die hierzu ver¬

wendeten Extraktions-, Ausschüttelungs-, Fällungs- und Salzbildungsverfahren

ergeben Substanzen, bei denen die Möglichkeit einer Verunreinigung mit ihren

Nebenalkaloiden ohne weiteres gegeben ist.

Von den verschiedenen Anwendungsmöglichkeiten zogen wir die Papierchro¬

matographie daher zur Identitäts- und Reinheitsprüfung auf Nebenalkaloide heran;

die Identität unserer Substanzen ist durch Kombination mit anderen Prüfungen

eindeutig festgelegt. Im weiteren sahen wir eine Möglichkeit mit Hilfe der Pa¬

pierchromatographie Zersetzungsprodukte, welche sich unter Lichteinfluss bei

der Lagerung leicht zersetzlicher Substanzen bilden können, nachzuweisen.

Bei den Untersuchungen gingen wir so vor, dass wir die in der Literatur

für die einzelnen Alkaloide beschriebenen Verfahren eingehend studierten, einige

davon einer experimentellen Ueberprüfung unterzogen, und falls sich damit brauch¬

bare Ergebnisse erzielen Hessen, für unsere Zwecke modifizierten.

Dabei ermittelten wir in zahlreichen Versuchen die verschiedenen Faktoren,

welche eine genügende Trennschärfe und Empfindlichkeit gestatten, wie z.B.

Zeitdauer der Imprägnierung, Klimatisierungszeit, Auftragen der Substanzen

(punkt- oder streifenförmig), sowie den Zusammenhang zwischen der aufgetrage¬

nen Substanzmenge und der Fleckengrösse.

In die Prüfungen wurden sämtliche Nebenalkaloide einbezogen, soweit uns

diese zur Verfügung standen. Wir ermittelten die Rf-Werte des Hauptalkaloides

sowie der Nebenalkaloide in den verschiedenen Systemen und stellten anhand von

Mischungen fest, ob eine einwandfreie Auftrennung möglich ist. Um dem Zwecke

einer Reinheitsprüfung entsprechen zu können, galt es nun in zweiter Linie zu

untersuchen, ob kleine Mengen eines bzw. mehrerer Nebenalkaloide von der
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grossen Hauptmenge des zu untersuchenden Alkaloides abgetrennt werden können,

und wie gross die maximale Alkaloidmenge ist, welche sich ohne Aenderung der

RF-Werte und Deformation der Flecken gerade noch Chromatographieren lässt.

In vielen Fällen hat sich das streifenförmige Auftragen der Substanzen als sehr

vorteilhaft erwiesen, weil sich durch Vergrösserung der Aufträge-Fläche grösse¬

re Substanzmengen Chromatographieren lassen. Die Empfindlichkeit der Methode

überprüften wir, indem wir das zu untersuchende Alkaloid jeweils mit seinen

Nebenalkaloiden in wechselnden Mengen verunreinigten und feststellten, bis zu

welcher Konzentration diese gerade noch nachweisbar sind.

Für unsere Arbeiten verwendeten wir die absteigende sowie die aufsteigen¬

de Chromatographiermethode. Die Sichtbarmachung der Alkaloidflecke erfolgte

unter der UV-Lampe oder mit Sprühreagenzien, wobei zu sagen ist, dass der

Nachweis der von uns untersuchten Substanzen mit UV-Licht weitaus empfind¬

licher ist.

Die für die einzelnen Alkaloide verschiedenen Verfahren haben wir in den

Einzelartikeln beschrieben, wobei wir den eigenen Untersuchungen jeweils einen

Ueberblick über die uns bis zum Abschluss der experimentellen Arbeiten bekannt

gewordenen Methoden der Literatur voranstellen, bzw. auf Literaturzusammen¬

stellungen verweisen.

Für die Ausführung der Versuche hielten wir uns an die von der Ph. Helv.

V, Suppl. m gestellten allgemeinen Bedingungen. Für die Mehrzahl der unter¬

suchten Substanzen war es uns so möglich, brauchbare Prüfungsvorschriften auf¬

zustellen, welche wir zur Aufnahme in unser Arzneibuch empfehlen möchten. Bei

Formulierung des für den Pharmakopöe-Artikel vorgesehenen Textes war es uns

ungeachtet der dadurch etwas langatmigen Prüfungsvorschriften daran gelegen,

die Versuchsbedingungen aufs genaueste zu beschreiben, damit sich reproduzier¬

bare Resultate ergeben.

Wie unsere papierchromatographischen Untersuchungen zeigten, waren die

von der pharmazeutischen Industrie zur Verfügung gestellten Handelsmuster be¬

züglich vorhandener Nebenalkaloide nicht zu beanstanden.

2.4.4. Identitätsprüfungen auf die Anionen

Bei Atropinium sulfuricum und Ephedrinium chloratum erfolgte der Nach¬

weis des Säureanteiles nach Ph. Helv. V. Als Identitätsprüfung auf Tartrat fand
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die in den Vorschlägen zur Ph. Helv. VI aufgeführte Mikroidentitätsreaktion Ver¬

wendung, welche wir für Ergotaminium tartaricum modifizierten. Bei Dihydroer-

gotaminium methansulfonicum wurde der Säureanteil durch Nachweis des beim

Aufschluss mit wasserfreiem Natriumkarbonat entstandenen Sulfates nach Ph. Helv.

V identifiziert.

2.5. REINHEITSPRUEFUNGEN

2.5.1. Allgemeine Reinheitskriterien

Wenn man von einigen ausgesprochenen Identitätsprüfungen absieht, sind

alle in den Monographien bzw. Prüfungsvorschriften aufgeführten Untersuchungs¬

methoden exakt genommen Reinheitsprüfungen, welche gesamthaft zur Beurteilung

des Reinheitsgrades der zu prüfenden Substanz dienen, ganz gleich, ob sie quali¬

tativer oder quantitativer Art sind.

Die Reinheitsprüfungen, die wir bei Sichtung der Literatur vorgefunden ha¬

ben, umfassen im allgemeinen: die Prüfung auf klare Löslichkeit und Ermitt¬

lung des pH-Wertes der wässrigen Lösung, die Bestimmung des Schmelzbereiches

und der spezifischen Drehung, die Bestimmung von Feuchtigkeits- bzw. Wasser¬

gehalt und Verbrennungsrückstand, die Prüfung auf Abwesenheit fremder Katio¬

nen und Anionen sowie organischer Substanzen. In neueren Prüfungsvorschriften

werden zudem die Ultraviolett-Adsorption und die Papierchromatographie als

wichtige Reinheitskriterien herangezogen.

Als Verunreinigungen kommen vor allem Stoffe in Betracht, die vom Aus¬

gangsmaterial, von der Herstellung oder von Zersetzungen bei ungeeigneter Lage¬

rung herrühren, wobei zu sagen ist, dass in den meisten Monographien diesbe¬

zügliche Prüfungen fehlen.

Da die untersuchten Alkaloide noch in der Mehrzahl aus Drogenmaterial

gewonnen werden, richteten wir das Hauptaugenmerk auf die Erfassung von Ne-

benalkaloiden, wozu die im Abschnitt Identitätsprüfungen (s. Seite 18) beschrie¬

bene Papierchromatographie die Methode der Wahl darstellt.
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2.5.2. Physikalisch-chemische Prüfungen

2. 5.2.1. Schmelzbereich

Die Bestimmung des Schmelzbereiches wurde bei sämtlichen Substanzen

nach der Vorschrift und mit der Bestimmungsapparatur der Ph. Helv. V, welche

unkorrigierte Schmelzbereiche ergibt, vorgenommen. Unsere Vorschlä¬

ge beziehen sich daher auf das von der Ph. Helv. V. geforderte Intervall zwischen

Sinterung und Ausbildung eines Meniskus, ohne dass eine klare Schmelze erreicht

Wird. Die experimentell ermittelten Werte haben wir nach den Angaben des Kom¬

mentars zur Ph. Helv. V, welche der Arbeit von Lie m (5) entnommen sind, um¬

gerechnet. Somit sind in unserer Arbeit stets zwei Intervalle aufgeführt, wovon

das eine unkorrigiert, das andere korrigiert ist, wodurch der Vergleich mit den

Angaben anderer Prüfungsvorschriften, welche sich in der Mehrzahl auf korri¬

gierte Schmelzbereiche beziehen, möglich wird.

Bei einigen der untersuchten Substanzen liess sich kein scharfer Schmelz¬

bereich bestimmen, da sie sich beim Erhitzen zersetzen (Reserpin, Ergotamin¬

tartrat, Dihydroergotamin-methansulfonat). Die Zersetzungstemperatur ist abhän¬

gig von der Art und Weise des Aufheizens und nur bei Einhaltung ganz bestimm¬

ter Bedingungen (Einbringen in die vorgewärmte Apparatur bei einer bestimmten

Temperatur, Beschleunigung der Temperatursteigerung) konnten reproduzierbare

Werte erhalten werden. Bei der Bestimmung der genannten Substanzen mussten

wir von der allgemeinen Ausführungsform der Ph. Helv. V abweichen, was wir in

den betreffenden Monographien jeweils vermerken.

2. 5.2.2. Löslichkeit, Prüfung auf unlösliche und färbende Verunreinigungen

Diese Prüfung wird bei Herstellung der Stammlösung, wobei die Substan¬

zen zuerst in einer etwas grösseren als ihrer Löslichkeit entsprechenden Menge

des Lösungsmittels gelöst werden, bzw. bei einigen weniger gut löslichen Sub¬

stanzen mit der Stammlösung selbst vorgenommen. Als Lösungsmittel dienten

dabei je nach Löslichkeit der zu prüfenden Substanz frisch ausgekochtes und

wieder erkaltetes Wasser, ferner Aethanol 94 % oder Chloroform.

Bei der Prüfung auf vollständige Löslichkeit wurden die Lösungen der Sub¬

stanzen mit der gleichen Menge des entsprechenden Lösungsmittels verglichen.
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Geringe mechanische Verunreinigungen wie Filterfäserchen oder Staubpartikel

können hierbei nicht beanstandet werden.

Zur Prüfung auf färbende Verunreinigungen zogen wir die Farbvergleichs-

lösungen der Ph.Helv. V, Suppl. m heran, welche sich für diesen Zweck sehr

gut eignen, da sie eine objektive Beurteilung der verschiedenen Färbungen er¬

möglichen.

1h den meisten Fällen kann für die Lösungen unserer Substanzen Farblosig-

keit gefordert werden; wo dies nicht der Fall ist, wird die höchst zulässige

Färbung mittels Farbvergleich festgelegt.

2. 5.2. 3. Spezifische Drehung

Die Bestimmung des Drehungswinkels ist bei den Alkaloiden ein sehr wich¬

tiges Kriterium zur Beurteilung der Reinheit und zudem bei Substanzen, welche

keinen Drehungswinkel aufweisen dürfen (Atropin), oder welche durch den Dre¬

hungswinkel von ihren optischen Antipoden bzw. Razematen unterschieden werden

können (Ephedrin), eine wichtige Ergänzung der Identitätsreaktionen.

Die Untersuchungen wurden mit dem Kreispolarimeter nach Zeiss, welches

eine Ablese-Genauigkeit von 0,01 gestattet, vorgenommen. Als Lösungsmittel

verwendeten wir 36%ige Essigsäure, Aethanol 94 %, Chloroform oder Pyridin.

Nur bei Atropinsulfat und Ephedrinhydrochlorid konnte die mit genau abgewoge¬

ner Substanz hergestellte wässrige Stammlösung verwendet werden.

Im Vergleich zu den Vorschriften anderer Arzneibücher fiel es uns auf,

dass in der Ph. Helv. V eine Definition, was unter dem Fehlen der optischen

Drehung zu verstehen sei, nicht angegeben wird. Da es jedoch nicht wahrschein¬

lich ist, dass bei optisch inaktiven Substanzen der Durchschnittswert aller Able¬

sungen immer genau Null ist, erscheint es uns richtig, dass die Ph. Helv. VI

eine vom Nullpunkt höchst zulässige Abweichung (Î 0,10) tolerieren wird.

2. 5.2.4. Spektrophotometrie

Einige der untersuchten Substanzen zeichnen sich im Spektralbereich des

Ultraviolett durch charakteristische Absorptionsbanden aus, welche zur Identifi-
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zierung der betreffenden Substanzen herangezogen werden können. Die Grösse

der Lichtabsorption wird als Extinktion gemessen, aus dem experimentellen

Wert erhält man durch Berechnung die molare oder prozentuale Extinktion. Die

Messung der Extinktion in Lösungen von bekannter Konzentration gibt Aufschluss

über den Reinheitsgrad des gelösten Stoffes und kann zur Gehaltsbestimmung ver¬

wendet werden, falls die diesbezüglichen Daten der Reinsubstanz bekannt sind.

Für die Gehaltsbestimmungen ist es jedoch von Vorteil, wenn Standardsubstan¬

zen zur Verfügung stehen, da die Reproduzierbarkeit der Messungen mit ver¬

schiedenen Instrumenten etwa + 1 % beträgt.

Wir führten die Untersuchungen mit einem Spektralphotometer Zeiss PMQ

II aus. Zur Messung gelangten 0,0005 bis 0,005 %ige Lösungen in Aethanol 94%

bzw. 1 %iger Weinsäure, wobei die Konzentrationen so gewählt wurden, dass

wir in den optimalen Messbereich von Extinktionen zwischen 0,3 bis 0,6 gelang¬

ten. Aus den bei den Absorptionsmaxima ermittelten Extinktionen berechneten

1%
wir den prozentualen Extinktionskoeffizienten E.

,
welcher die Extinktion ei-

1 cm'

ner 1 %igen Lösung der Substanz gemessen bei einer Schichtdicke von 1 cm an¬

gibt.
1%

Wir empfehlen, die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten E.. für

Reserpin, Ergotamintartrat und Dihydroergotamin-methansulfonat als weitere

Identitäts- und Reinheitsprüfung in die Pharmakopoe aufzunehmen. Die Ausfüh¬

rung der Bestimmungen sowie die Absorptionskurven für die genannten Substan¬

zen finden sich in den Einzelartikeln.

2. 5. 2. 5. Bestimmung des pH-Wertes

Wir bestimmten die Reaktion der Stammlösung bzw. bei den schwer lös¬

lichen Substanzen des wässrigen Auszuges mit dem Methrom-pH-Meter, Typ E

157, unter Verwendung einer hochohmigen Glas-Elektrode als Mess- und einer

Kalomel-Elektrode als Bezugselektrode. Die potentiometrische pH-Be¬

stimmung liefert exakte Werte, da die Bestimmungsfehler der kolorimetri-

schen Verfahren (Säure-Base-, Salzfehler, sowie gewisse Subjektivität der Beur¬

teilung) ausgeschaltet werden können, und das verwendete Gerät zudem mit einer

Mess-Genauigkeit von 0,05 pH-Einheiten arbeitet. Die potentiometrische Methode

kann somit als Kontrolle für die kolorimetrischen Verfahren herangezogen wer¬

den.
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Für die kolorimetrische pH-Bestimmung diente uns die pH-Farb-

vergleichstabelle der Ph. Helv. V, Suppl. DI, und in den Fällen, wo diese infolge

zu starker Alkalität einiger Alkaloidbasen nicht zur Anwendung gelangen konnte,

(mit der Farbvergleichstabelle sind nur pH-Werte bis 9,6 messbar) die pH-Ver¬

gleichslösungen der Ph. Helv. V, Suppl. in.

Da bei unseren Versuchen die Differenzen zwischen der kolorimetrischen

und der potentiometrischen Bestimmung nur
+ 0,02 - 0, 20 pH-Einheiten betrugen,

erscheint uns die Genauigkeit der kolorimetrischen Verfahren hinreichend, wes¬

halb wir die kolorimetrische pH-Bestimmung für die Pharmakopöe-Vorschriften

vorschlagen.

Bei einer Substanz (Ergotamintartrat) konnte infolge Instabilität der wässri-

gen Lösung die Reaktion nur mit Lakmuspapier in einer Aufschwemmung der Sub¬

stanz in Wasser geprüft werden.

2.5.3. Chemische Reinheitsprüfungen

2.5.3.1. Allgemeine Bemerkungen zur Methodik

Die Reinheitsprüfungen auf fremde Kationen und Anionen wurden nach den

von Mittelmann (6) für die Ph.Helv.VI ausgearbeiteten Vorschlägen ausgeführt.

Diese Prüfungsmethoden stellen sogenannte Grenzprüfungen dar, dh. die anwesen¬

de Verunreinigung darf mengenmässig die bei den Einzelartikeln gestellte Grenze

jeweils nicht überschreiten. Auch wenn keine nachweisbare Verunreinigung zuge¬

lassen ist, handelt es sich im erwähnten Sinne um eine Grenzprüfung, wobei die

zugelassene obere Grenze der Verunreinigung der Nachweisgrenze entspricht.

Für die Ph.Helv.VI ist bezüglich der allgemeinen Reaktionen zur Reinheits¬

prüfung folgender Wortlaut vorgesehen:

"Die Reinheitsprüfungen werden in farblosen, alkaliarmen Reagensgläsern
von etwa 180 mm Höhe und etwa 18 mm äusserem Durchmesser mit den

vorgeschriebenen Reagenzien, jeweils in der angegebenen Reihenfolge und,
wenn nichts anderes vorgeschrieben ist, bei Zimmertemperatur durchge¬
führt.

Bei den Grenzprüfungen wird die Reaktion der zu untersuchenden

Substanz mit der im Einzelartikel geforderten Grenzreaktion durchgeführt.

Bei Grenzreaktion I lässt die Pharmakopoe eine bestimmte Menge
der entsprechenden Verunreinigung zu.

Bei Grenzreaktion II darf die gesuchte Verunreinigung nicht nach-
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weisbar sein.

Die zu prüfenden Lösungen müssen klar sein. Sie sind daher nötigenfalls
vor der Prüfung, wenn nichts anderes vorgeschrieben ist, durch ein mög¬
lichst kleines aschefreies Filter klar zu filtrieren. Wenn der unlösliche

Anteil auch geprüft werden muss, wird dieser samt Filter verascht und

der Rückstand in der im Einzelartikel angegebenen Weise geprüft.
Die aufgetretenen Färbungen sind vor einem weissen matten, die Opales¬
zenz oder Trübungen vor einem schwarzen matten Hintergrund, bei diffu¬

sem Tageslicht, in horizontaler Durchsicht, jeweils nach der angegebe¬
nen Wartezeit zu beurteilen. Gefärbte Lösungen werden in einem Kompa-
ratorblock auf Opaleszenz oder Trübung geprüft".

Es wird ferner unterschieden zwischen Grenzreaktion a und Grenzreaktion

b, je nachdem ob zur Prüfung der Substanz eine wässrige Lösung (Grenzreaktion

a) verwendet, oder ob die Substanz mittels einer Säure in Lösung gebracht wird

(Grenzreaktion b).

2.5.3.2. Grenzprüfung auf Alkalimetalle, Schwermetalle, Chlorid und Sulfat

Da zur Isolierung der Alkaloide oft Kalium- oder Natriumkarbonat bzw. bei

den Synthesen andere Natrium-haltige Agenzien verwendet werden, haben wir ei¬

nige Substanzen mittels Flammenfärbung auf Alkalimetalle geprüft.

TJie für die Ph. Helv. VI vorgesehene Grenzprüfung lautet:

"Die Substanz wird an einem frisch ausgeglühten Platindraht in eine nicht

leuchtende Flamme gebracht. Diese darf höchstens rasch vorübergehend
gelb gefärbt werden".

Da die geprüften Substanzen ein negatives Resultat ergaben, kann von dieser

Prüfung Abstand genommen werden.

Für einige der untersuchten Substanzen finden sich in den Monographien

Prüfungen auf Schwermetalle. Wir prüften die entsprechenden Substanzen

mit der Grenzprüfung a, die wir entweder in der Stammlösung S oder in einem

wässrigen Auszug der schwer löslichen Alkaloidbasen mit den in den Monogra¬

phien angegebenen Mengen nach der folgenden Allgemeinen Vorschrift ausführten:

"Das vorgeschriebene Volumen der Stammlösung S wird, wenn nötig mit

2 n Natriumhydroxyd RS neutralisiert. Hierauf werden in der Lösung 0, 5g
Ammoniumchlorid gelöst, die Lösung mit 2 Tropfen 2n Ammoniak RS ver¬

setzt und mit Wasser auf 10 ml ergänzt. Diese nötigenfalls filtrierte Lö¬

sung wird zu 1 Tropfen Natriumsulfid RS gegossen und umgeschüttelt. Es
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darf höchstens eine sehr schwache weisse Opaleszenz, jedoch keine stär¬

kere Trübung als bei der im Einzelartikel geforderten Grenzreaktion auf¬

treten.

Grenzreaktion I: 1,0 ml Blei-Vergleichslösung oder bei einer graugrün¬
lichen Färbung 1,0 ml Eisen-Vergleichslösung wird mit 8,5 ml Wasser

verdünnt, in der Lösung 0,5 g Ammoniumchlorid gelöst und mit 2 Tro¬

pfen 2 n Ammoniak RS versetzt. Diese Lösung wird zu 1 Tropfen Natrium¬

sulfid RS gegossen und umgeschüttelt. Grenzreaktion II: Eine Lösung von

0,5 g Ammoniumchlorid in 9,5 ml Wasser wird mit 2 Tropfen 2 n Am¬

moniak RS versetzt. Diese Lösung wird zu 1 Tropfen Natriumsulfid RS

gegossen und umgeschüttelt".

Sämtliche geprüften Substanzmuster entsprachen der Grenzreaktion a H, d. h.

Schwermetalle waren nicht nachweisbar.

Auf Chlorid und Sulfat werden von den Monographien die meisten Sub¬

stanzen geprüft. Wir haben diese beiden Prüfungen bei sämtlichen Substanzen

vorgenommen, da bei der Isolierung oder den Synthesen die Möglichkeit einer

Verunreinigung mit diesen Anionen ohne weiteres gegeben ist. Mit der Stamm¬

lösung bzw. mit einem wässrigen Auszug der schwerlöslichen Alkaloidbasen wur¬

den die Prüfungen nach der folgenden Allgemeinen Vorschrift ausgeführt:

"Grenzprüfung auf Chlorid:

Das vorgeschriebene Volumen der Stammlösung wird mit Wasser auf 13 ml

ergänzt, 1 ml 2n Salpetersäure RS zugefügt und geschüttelt. Hierauf wird

mit 3 Tropfen Silbernitrat RS versetzt und sofort während 10 Sekunden

kräftig geschüttelt. Es darf keine stärkere Opaleszenz als bei der im Ein¬

zelartikel geforderten Grenzreaktion auftreten.

Grenzreaktion I:

1,0 ml Chlorid-Vergleichslösung wird mit 12 ml Wasser und 1 ml 2n Sal¬

petersäure RS versetzt und umgeschüttelt. Hierauf werden 3 Tropfen Sil¬

bernitrat RS zugefügt, und es wird sofort während 10 Sekunden kräftig ge¬

schüttelt.

Grenzreaktion H:

Eine Mischung von 1 Tropfen Chlorid-Vergleichslösung + 13 ml Wasser +

1 ml 2n Salpetersäure RS wird mit 3 Tropfen Silbernitrat RS versetzt und

sofort während 10 Sekunden kräftig geschüttelt.
Die Prüfungen werden gleichzeitig durchgeführt, und der Ausfall der Reak¬

tionen wird nach 3 Minuten verglichen".

" Grenzprüfung auf Sulfat:

Das vorgeschriebene Volumen der Stammlösung wird mit Wasser auf 13ml

ergänzt. In einem anderen Reagensglas werden 2 Tropfen Sulfat-Vergleichs¬
lösung mit 1 ml Bariumchlorid RS und 1 ml 2n Salzsäure RS versetzt und

V2 Minute geschüttelt. Hierauf wird die zu prüfende Lösung zugegeben,
und es wird wieder geschüttelt. Es darf keine stärkere Opaleszenz als bei

der im Einzelartikel geforderten Grenzreaktion auftreten.

GrenzreaktionI:

2,0 ml Sulfat-Vergleichslösung werden mit 1 ml Bariumchlorid RS und

1 ml 2n Salzsäure RS versetzt, */2 Minute geschüttelt, hierauf mit Wasser

auf 15 ml ergänzt und wieder umgeschüttelt.
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Grenzreaktion H:

2 Tropfen Sulfat-Vergleichslösung werden mit 1 ml Bariumchlorid RS

und mit 1 ml 2n Salzsäure RS versetzt, lß Minute umgeschüttelt,
hierauf mit 13 ml Wasser versetzt und wieder umgeschüttelt.
Die Prüfungen werden gleichzeitig vorgenommen, und der Ausfall der

Reaktion wird nach 5 Minuten verglichen".

Chlorid und Sulfat waren bei den untersuchten Substanzmustern mit der

angegebenen Methode nicht nachweisbar, was bedeutet, dass sie der Grenzreak¬

tion a II entsprachen.

2. 5.3.3. Grenzprüfung auf Schwefelsäure färbende Stoffe

Diese in der Ph. Helv. V bei vielen Substanzen angewendete Reinheitsprüfung

besteht darin, dass eine bestimmte Menge Substanz in konzentrierter Schwefel¬

säure RS gelöst und eventuell noch eine bestimmte Zeit im Wasserbad erwärmt

wird. Sie ist für die Ph. Helv. VI ebenfalls als Grenzprüfung vorgesehen. Die

neue Ausführungsform beruht auf dem Vergleich der in konzentrierter Schwefel¬

säure RS gelösten Substanz mit Farbvergleichslösungen, wobei die höchst zuläs¬

sige Färbung limitiert wird (s. Seite 22). Die Prüfungen führten wir nach folgen¬

der Allgemeiner Vorschrift aus:

"Die vorgeschriebene Menge fein verriebene Substanz wird in einem unmit¬

telbar vorher mit konzentrierter Schwefelsäure RS ausgespülten Glasstopfen-

Reagensglas von 12 mm (0,1 mm) innerem Durchmesser mit 2 ml konzen¬

trierter Schwefelsäure RS versetzt. Die sofort nach dem Ihlösunggehen bei

Zimmertemperatur, nach dem Stehenlassen während der vorgeschriebenen
Zeit bei Zimmertemperatur oder nach 5 Minuten langem Erwärmen im

siedenden Wasserbad auftretende, höchst zulässige Färbung wird mit Hilfe

der Farbvergleichslösungen bestimmt. Die auftretenden Färbungen dürfen

nicht stärker sein als dies für die einzelnen Substanzen zugelassen wird".

Die Färbungen haben wir bei unseren Untersuchungen sofort nach dem In-

lösunggehen der Substanz, nach Stehenlassen der Lösung bei Zimmertemperatur

während 15, 30 und 60 Minuten, sowie nach Erwärmen im Wasserbad während

5 Minuten betrachtet.

Die Methode des Farbvergleichs in der beschriebenen Ausführung hat sich

uns als sehr geeignet erwiesen, auch fanden wir die verschiedenen Farbnuancen

und -Intensitäten zur Definition der vorkommenden Färbungen als hinreichend.

Allerdings lösen sich Dihydroergotaminium methansulfonicum, Ergotaminium
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tartaricum und Reserpinum basicum in konzentrierter Schwefelsäure RS mit star¬

ker Eigenfarbe, weshalb die Schwefelsäureprobe nicht als Reinheitsprüfung heran¬

gezogen, sondern als Identitätsreaktion ausgewertet werden kann.

2.5.4. Feuchtigkeits-, Wasser- bzw. Kristall-Lösung smittel-

Gehalt

Diese sehr wichtige Prüfung wird von den meisten Monographien vorgenom¬

men. Für viele Substanzen ist ein möglichst geringer Feuchtigkeitsgehalt mass¬

gebend für den Gehalt, die Haltbarkeit und Lagerfähigkeit, während bei kristall¬

wasserhaltigen Stoffen ein ganz bestimmter Gehalt an Kristallwasser deren Stabi¬

lität gewährleistet. Letzteres gilt in gleicher Weise für Substanzen, welche Kris¬

tall-Lösungsmittel binden.

Bei der Wahl des Trocknungsverfahrens richteten wir uns nach der Tempe¬

raturempfindlichkeit der zu prüfenden Substanzen. Diese dürfen keine Veränderun¬

gen erleiden, da die getrocknete Substanz oft zur Gehaltsbestimmung verwendet

wird.

Der Feuchtigkeitsgehalt wurde bei den Substanzen, welche Trocknung

bei 103 - 105 ohne Veränderung ertragen nach der Allgemeinen Bestimmungs¬

methode der Ph. Helv. V ermittelt, welche Methode in diesen Fällen völlig befrie¬

digte. Wo wegen Veränderlichkeit der Substanzen niedrigere Temperaturen ange¬

wendet werden mussten, trockneten wir im Vakuum über Phosphorpentoxyd bei

60
,
wobei die Gewichtskonstanz nach einigen Stunden erreicht war.

Zur Entfernung des Kristallwassers müssen höhere Temperaturen als

103 - 105 zur Anwendung gelangen, damit dieses quantitativ erfasst wird. Bei

den kristallwasser-haltigen Substanzen (Atropinsulfat, Ephedrinbase) wurde der

Wassergehalt mit der Methode nach Karl Fischer bestimmt, welche nach

der Vorschrift zum Suppl. in der Ph. Helv. V vorgenommen wurde und eine bei

Zimmertemperatur allgemein anwendbare und zuverlässige Wasserbestimmung auf

titrimetrischem Wege gestattet. Die theoretischen Grundlagen lieferte uns die

Veröffentlichung von Kerstan (7). Zur Erfassung des Titrationsendpunktes diente

ein am Methrom-Titriskop anschliessbares Dead-Stop-Zusatzgerät E 171, weil der

visuelle Farbumschlag von Gelb nach Braun sich nur bei einiger Einarbeitung und

Uebung mit Sicherheit erkennen lässt. Die Wasserbestimmung nach Karl Fischer



- 29 -

bringen wir für Ephedrinbase in Vorschlag, während sich bei Atropinsulfat das

Kristallwasser durch Trocknen bei 120 vollständig entfernen lässt, und wir hier

die einfachere Methode vorziehen möchten.

Das Kristall-Lösungsmittel (bei Ergotamintartrat und Dihydroergo-

taminmethansulfonat) lassen wir durch Trocknen im Vakuum über Phosphorpen-

toxyd bei 95 bestimmen, welche Methode wir für die Ph. Helv. VI in Vorschlag

bringen.

2.5.5. Verbrennungsrückstand

Diese Bestimmung, welche in den meisten Monographien anzutreffen ist, ist

sehr notwendig, denn nicht alle anorganischen Verunreinigungen lassen sich durch

die übrigen Reinheitsprüfungen erfassen.

Wir richteten uns in der Ausführung an die Allgemeine Vorschrift der Ph.

Helv. V, welche sich für die geprüften Substanzen als geeignet erwiesen hat. Die

Bestimmungen erfolgten je nach Kostbarkeit der Substanz mit einer Einwaage von

0,1 - 0,5 g; somit entspricht der Forderung, dass der Verbrennungsrückstand

unwägbar sein soll, ein maximaler Verbrennungsrückstand von 0, 5 - 0,1 %. Im

Sinne der Substanzersparnis gelangte in vielen Fällen ein der entsprechenden Sub¬

stanz aliquoter Teil der Stammlösung nach Verdampfen des Lösungsmittels zur

Anwendung.

2.6. GEHALTSBESTIMMUNGEN

2.6.1. Allgemeine Bemerkungen

Wurde noch von der Ph. Helv. V für einige Alkaloidbasen von einer Gehalts¬

bestimmung abgesehen und bei den Alkaloidsalzen ihr Säureanteil für die Bestim¬

mung herangezogen, so ist man bestrebt, für alle neu in unser Arzneibuch bzw.

zu überarbeitenden Alkaloidbasen und -Salze Gehaltsbestimmungs-Methoden auszu¬

arbeiten, welche den therapeutisch wichtigen Basenanteil erfassen. Durch die in

neuerer Zeit entwickelten Verfahren (Perchlorsäure-Titration, UV-Spektrbphoto-

metrie, Kolorimetrie), welche mehr und mehr Eingang in die pharmazeutische
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Praxis gefunden haben und sogar schon Bestandteil der Supplemente bilden, ist

die Möglichkeit dazu weitgehend gegeben.

In der Literatur finden sich neben den für Alkaloidbasen bzw. Alkaloidsalze

sozusagen klassischen Methoden zur Gehaltsbestimmung, wie Gravimetrie, Alkali-

metrie, Acidimétrie, Argentometrie, vorwiegend UV-spektrophotometrische, kolo-

rimetrische, sowie seltener fluorimetrische Verfahren; im besonderen ist die

Perchlorsäure-Titration in Eisessig bzw. Dioxan, welche sich sehr gut eingeführt

hat, zu erwähnen.

Ueber die für die entsprechenden Substanzen allgemein verwendeten Bestim¬

mungsmethoden geben wir in den Einzelartikeln jeweils einen Ueberblick und un¬

tersuchten diejenigen Verfahren, welche uns für Pharmakopöe-Zwecke als geeig¬

net erschienen. Bei Auswahl der Vorschläge für unser Arzneibuch gaben wir in

der Regel dem einfacheren Verfahren, vorausgesetzt dass dieses bezüglich Empfind¬

lichkeit, Genauigkeit, Spezifität und Zuverlässigkeit dem Vergleich mit komplizier¬

teren Verfahren standhält, den Vorzug. So wählten wir z.B. für die Gehaltsbe¬

stimmung von Ergotamintartrat die Perchlorsäure-Titration anstelle der gebräuch¬

licheren kolorimetrischen Bestimmung nach van Urk.

Bei der Gehaltsbestimmung der Alkaloidsalze führten wir die auf den Säure¬

anteil ansprechenden Bestimmungsmethoden zur Kontrolle aus und um die Leistungs¬

fähigkeit der einzelnen Verfahren miteinander zu vergleichen.

2.6.2. Gravimetrische Methoden

Eine Möglichkeit der Gehaltsbestimmung von Alkaloiden besteht in der quan¬

titativen Aufarbeitung der mit Alkaloidfällungsmitteln erhaltenen Niederschläge.

Voraussetzung dafür ist, dass die Derivate praktisch unlöslich sind und eine von

Konzentrations- und Mengenverhältnissen unabhängige und konstante Zusammen¬

setzung aufweisen. Ist dies der Fall, so können die Niederschläge durch Trock¬

nung in eine Wägeform übergeführt und gravimetrisch bestimmt werden.

Als Fällungsreagenzien zur quantitativen Alkaloidbestimmung werden neuer¬

dings Reineckesalz und Tetraphenylbornatrium herangezogen (s. Seite 14,15). Aus

der Literatur ersahen wir gravimetrische Bestimmungsmethoden für Atropin und

Ephedrin durch Fällung als Tetraphenylborat bzw. für Atropin als Reineckat,

welche wir auf ihre Brauchbarkeit und Zuverlässigkeit überprüften. Im Laufe der
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Untersuchungen klärten wir die Auswirkung verschiedener Faktoren, wie für die

Fällung bzw. Filtration optimale Einwaage, Menge des Waschwassers und Trock¬

nungstemperatur, auf die Resultate ab. Ausführung und Ergebnisse der Bestim¬

mungen sind in den Einzelartikeln beschrieben. Wie wir feststellten, ergibt die

Bestimmung von Ephedrin als Tetraphenylborat viel zu tiefe Werte, ebenso ver¬

läuft die Reineckatfällung für Atropin nicht ganz quantitativ. Hingegen ergab die

Bestimmung von Atropin durch Fällung als Tetraphenylborat brauchbare, wenn

auch etwas streuende Werte.

Ganz allgemein sehen wir von der Verwendung gravimetrischer Methoden

für Pharmakopöe-Zwecke jedoch ab, da diese durch die zeitraubende Trocknung

zur Gewichtskonstanz recht arbeitsreich sind, und zur Gehaltsbestimmung der in

dieser Arbeit geprüften Substanzen andere zuverlässige Verfahren zur Verfügung

stehen.

2.6.3. Massanalytische Methoden

2.6.3.1. Alkalimetrische Gehaltsbestimmungen

Alkaloidbasen lassen sich alkalimetrisch bestimmen, sofern deren Basizität

hinreichend ist und sie in Wasser-Weingeist-Gemischen genügende Löslichkeit

aufweisen. Alkalimetrische Gehaltsbestimmungen haben wir für Atropinbase, Atro-

pinsulfat (Fällung und Ausschüttelung der Base) und Ephedrinbase vorgenommen,

indem wir nach den Vorschlägen zur Ph. Helv. VI ca. 1 Milliäquivalent der Sub¬

stanzen, bzw. bei Atropinsulfat die mit einem Gemisch von Chloroform und Iso-

propylalkohol isolierte Base, in Aethanol 70% lösten und mit 0,1 N-Salzsäure un¬

ter Verwendung von Taschiro-Indikator RS bis zum Farbumschlag nach Rotviolett

titrierten. Ausserdem verwendeten wir für verschiedene Titrationen das in der

Ph. Helv. V gebräuchliche Methylrot RS. Durch Ausführung elektrometrischer Ti¬

trationen unter Mitführen des Indikators stellten wir fest, welcher der genannten

Indikatoren besser geeignet sei. Aus den Titrationskurven, die wir in den betref¬

fenden Einzelartikeln anführen, geht hervor, dass die Umschlagsgebiete beider

Indikatoren im Bereich des grössten Potentialsprungs (Aequivalenzpimkt der zu

titrierenden Base) liegen. Somit erweist sich sowohl Methylrot RS als auch Ta¬

schiro-Indikator RS für die Titrationen als geeignet.
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Die meisten Monographien führen eine indirekte Bestimmung aus, indem die

Lösung der Alkaloidbase mit einem Ueberschuss an 0,1 N-Salzsäure versetzt,

welcher dann mit 0,1 N-Natronlauge zurücktitriert wird. Wir haben für Atropin-

base und Ephedrinbase auch das indirekte Verfahren angewandt, konnten damit

aber keinen Vorteil gegenüber der direkten Bestimmung feststellen. Zur Gehalts¬

bestimmung von Atropinbase und Ephedrinbase schlagen wir daher die rasch durch¬

führbare und zuverlässige direkte alkalimetrische Titration vor. Für Atropinsul¬

fat ergaben sich zu tiefe Werte, was auf Verluste bei der Isolierung der Base

zurückzuführen ist.

2. 6. 3.2. Acidimetrische Gehaltsbestimmungen

Bei einigen Alkaloidsalzen zogen wir die Titration des Säureanteiles mit

Natronlauge als weitere Kontrolle zur Gehaltsbestimmung heran. Als Indikatoren

gelangten bei Atropinsulfat und Dihydroergotamin-methansulfonat Phenolphthalein RS,

bei Ergotamintartrat Kresolrot RS zur Verwendung. Die Bestimmung von Atropin¬

sulfat erfolgte nach Vorschrift des Kommentars zur Ph. Helv. V in einem gegen

Phenolphthalein neutralisierten Weingeist-Chloroform-Gemisch. Im Verlauf der

Titration nimmt das Chloroform die freigesetzte, relativ starke Atropinbase auf,

wodurch die vorzeitige Rötung des Phenolphthaleins durch die Atropinbase vermie¬

den wird.

Bei den ausgeführten Bestimmungen ergaben sich durchwegs etwas hohe Re¬

sultate. Der Säureanteil scheint geringen Schwankungen zu unterliegen, die sich

bei den geprüften Substanzen allerdings innerhalb der tolerierten pH-Intervalle

bewegen. Bei Substanzen, welche wie z.B. Ergotamintartrat ein sehr hohes Mo¬

lekulargewicht aufweisen, wirkt sich ein nur geringer Säureüberschuss auf das

Endresultat gewichtig aus. Die Bestimmung des therapeutisch wichtigen Basenan¬

teils ist daher gerade für Substanzen mit hohem Molekulargewicht unerlässlich.

2.6.3.3. Argentometrische Gehaltsbestimmungen

Argentometrische Methoden finden in erster Linie Verwendung zur Bestim¬

mung von Alkaloiden, welche als Halogensalze vorliegen, und sprechen daher
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meist auf den Säureanteil der Verbindungen an. Eine weitere Anwendungsmöglich¬

keit der Argentometrie, wobei der Basenanteil der zu untersuchenden Substanzen

erfasst wird, besteht in der massanalytischen Bestimmung der mit einigen Alka-

loidfällungsmitteln erhaltenen Derivate.

Für die Bestimmung von Ephedrinhydrochlorid schreiben einige Monographien,

wie auch Ph. Helv.V, die direkte Chlorid-Titration nach Mohr, andere dagegen

die indirekte Methode nach Volhard vor, weshalb wir uns beider Verfahren be¬

dienten. Die direkte Titration führten wir nach der Vorschrift der Ph. Helv. V aus,

die indirekte Bestimmung erfolgte unter Verwendung von Nitrobenzol, wie es der

Kommentar zur Ph. Helv. V für Chlorid-Titrationen nach Volhard allgemein

empfiehlt. Wie wir feststellten, lieferten beide Verfahren für Ephedrinhydrochlo¬

rid etwas höhere Werte, als sie sich bei Bestimmungen des Basenanteiles erga¬

ben, woraus zu schliessen ist, dass die stöchiometrischen Verhältnisse bei Alka-

loidsalzen nicht immer ganz der Theorie entsprechen.

Im weiteren bildete die argentometrische Bestimmung der mit Tetraphenyl-

bornatrium bzw. Reineckesalz erhaltenen Atropinderivate Gegenstand der Unter¬

suchung. Die argentometrische Bestimmungsmethode der Tetraphenylborate

basiert auf dem von Rüdorff und Zannier (8) für die Bestimmung von Kalium

ausgearbeiteten Verfahren, welches sich nach Schultz und Goerner (9) auf

die Bestimmung von stickstoffhaltigen Arzneistoffen, darunter auch auf Alkaloide,

übertragen lässt. Das Verfahren beruht darauf, dass die Tetraphenylborsäure

ein in Azeton schwer lösliches Silbersalz bildet, das Tetraphenylbor-Ion lässt

sich daher wie Halogen-Ion titrieren:

[Alk.H®- B(C6H5)40] +Ag®+ N03® = AgB(CgH5)4 + Alk.H® + NOg®
'

Ï
'

Ein Aequivalent Silber entspricht somit einem Aequivalent B(C„H5)4 und damit

einem Aequivalent Alkaloid. Die Bestimmung kann durch direkte Titration (8,9)

unter Verwendung von Eosin als Indikator oder nach Volhard (10) erfolgen.

Bei der Titration nach Volhard wird Aether zugesetzt, damit sich der Nieder¬

schlag von Tetraphenylborsilber in der Aetherphase anreichert. Die Ausführung

der Bestimmungen sowie die mit den verschiedenen Verfahren erhaltenen Resul¬

tate finden sich im Artikel Atropinum basicum. Bei unseren Untersuchungen er¬

gaben sich ziemlich tiefe Werte. Die Verfahren sind ausserdem etwas umständ¬

lich und zeitraubend und fallen daher als Pharmakopöe-Methoden nicht in Betracht.
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Die titrimetrische Auswertung der Bestimmung von Alkaloiden mit Reinek-

kesalz besteht darin, dass der Alkaloid-Reineckatniederschlag durch Alkalien

hydrolysiert wird und der Rhodanidanteil argentometrisch erfasst werden kann.

Auf 1 Mol des Reineckatniederschlages werden 4 Mol Rhodanid frei, vier Aequi-

valente Silbernitrat entsprechen somit einem Aequivalent des zu bestimmenden

Stoffes. Bei der Bestimmung von Atropinreineckat durch indirekte Titration

nach Volhard hielten wir uns an die von Vogt (11) angegebene Vorschrift,

wonach der Niederschlag in Azeton gelöst, mit Fehling n zersetzt, und das hierauf

im Ueberschuss zugesetzte Silbernitrat mit Ammoniumrhodanid unter Verwendung

von Eisenammoniumalaun als Indikator zurücktitriert wird. Der Umschlagspunkt

ist infolge Adsorption des Indikators an den Niederschlag zu wenig scharf, so

dass leicht übertitriert wird, und die Resultate dann zu tief ausfallen. Um diese

Fehlerquelle auszuschalten, filtrierten wir den Niederschlag ab und führten die

Bestimmung mit einem aliquoten Teil der Lösung durch. Wie wir bereits bei der

gravimetrischen Bestimmung feststellten, scheint die Fällung von Atropin als

Reineckat nicht ganz quantitativ zu verlaufen, was auch die bei der Titration er¬

haltenen sehr tiefen Werte zu erklären vermag.

2.6. 3. 4. Titration mit Perchlorsäure in Eisessig

Alkaloide mit sehr schwach basischen Eigenschaften sind in wässriger Lö¬

sung nicht mit hinreichender Genauigkeit titrierbar, weil die bei der Neutralisa¬

tion entstehenden Salze zu stark hydrolysieren. Wird jedoch anstelle von Wasser

ein anderes Lösungsmittel, z.B. wasserfreier Eisessig, verwendet, so wird die

massanalytische Bestimmung schwach basischer Alkaloide ermöglicht, da diese

in genanntem Lösungsmittel den Charakter stärkerer Basen annehmen. Die theo¬

retischen Grundlagen für die Entwicklung von Titrationsmethoden in wasserfreien

Lösungsmitteln waren durch die Brönsted'sche Säure-Basen-Theorie gegeben (12).

Ueber die Entwicklung und die praktische Ausführung der Titrationen in

wasserfreien Medien im allgemeinen, und der Titrationen mit Perchlorsäure in

Eisessig im speziellen, orientierten wir uns bei Rösli (13), wo neben den zum

Verständnis der Vorgänge notwendigen theoretischen Erklärungen eine Zusammen¬

stellung der wichtigsten auf diesem Gebiet erschienenen Arbeiten gegeben wird.

Die Titration einer schwachen Base mit Perchlorsäure in Eisessig verläuft

nach folgender Gleichung:



- 35 -

Base + CHgCOOH

HCK>4 + CHgCOOH

2CHgCOOH«» CHgCOO® + CHgCOOHg®
+ Perchlorat der Base

Ein Vorteil der wasserfreien Titrationsmethode besteht darin, dass ausser

den Alkaloidbasen auch Alkaloidsalze mit organischen Säureresten sowie Hydro¬

chloride bestimmbar sind, wobei sich die Bestimmung bei den ersteren auf den

Basenanteil der Verbindung erstreckt. Bei den Alkaloidhalogeniden (Quecksilber¬

azetat-Methode) hingegen wird der Säureanteil bestimmt. Somit ist die Gehalts¬

bestimmung vieler Alkaloidsalze möglich geworden, für deren Bestimmung man

früher zu komplizierten Verfahren greifen musste.

Wir haben die Titration mit Perchlorsäure in Eisessig für Atropinbase,

Ephedrinbase, Ephedrinhydrochlorid, Ergotamintartrat und Reserpinbase vorge¬

nommen. Zur Bestimmung gelangten jeweils ca. 0,5 - 1 Milliäquivalent der -

wenn nichts anderes vermerkt - getrockneten Substanzen, welche wir in der vor¬

geschriebenen Menge wasserfreien Eisessigs lösten. Um den Einfluss der Luft¬

feuchtigkeit auszuschalten wurden der Vorlage noch 3 ml Essigsäureanhydrid zuge¬

setzt. Bei Ephedrinhydrochlorid, wo wegen der Möglichkeit einer Azetylierung

kein überschüssiges Essigsäureanhydrid anwesend sein darf, kann durch Zusatz

von Dioxan die endpunktverzögernde Wirkung der Luftfeuchtigkeit vermindert

werden. Zur Bindung der Chlorid-Ionen gelangte bei der genannten Substanz aus¬

serdem noch gesättigte Quecksilberazetatlösung in Eisessig zur Anwendung. Als

Masslösung verwendeten wir 0,05 - 0,1 N-Perchlorsäure in Eisessig, als Indika¬

tor Kristallviolett RS, welches sich zur Titration sämtlicher untersuchter Sub¬

stanzen als geeignet erwies. Die Farbänderung von Kristallviolett verläuft von

Violett über Blau, Grünblau, Grün, Gelbgrün nach Gelb. Da die Farbe des Indi¬

kators, auf welche titriert werden muss, mit der Stärke der Base variiert, haben

wir unter Mitführen des Indikators für die einzelnen Substanzen das Potential am

Endpunkt bestimmt. Aus den Titrationskurven, welche wir in den Einzelartikeln

anführen, ist die Farbänderung des Indikators nach Zusatz jeweils gleicher Volu¬

menteile der Masslösung ersichtlich. Beim grössten Potentialsprung erfolgte der

Indikator-Umschlag von Reinblau nach Grünstichigblau bzw. von Violettstichigblau

Base • H® + CHgCOO®
•

C104
®

+ CH-COOH,6
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nach Reinblau. Die potentiometrischen Bestimmungen, die wir für jedes Substanz¬

muster durchführten, erfolgten mit dem auf Potentiometrie umgeschalteten Me¬

trohm-pH-Meter unter Verwendung einer hochohmigen Glas- und einer gesättigten

Kalomel-Bezugselektrode. Das für die Titrationen verwendete Gefäss mit seit¬

lichem Einführungsstutzen für die Elektrode war mit einem Gummistopfen, wel¬

cher eine Oeffnung für die Bürettenspitze, sowie einen Spalt als Luftventil auf¬

wies, verschlossen. Die Masslösung wurde in einer automatischen Bürette über

Kalziumchlorid aufbewahrt. Die bei der Bestimmung von Ephedrinbase bezüglich

der Apparatur getroffenen besonderen Massnahmen sind im Einzelartikel beschrie¬

ben.

Die Titration mit Perchlorsäure in Eisessig stellt eine zuverlässige, rasch

durchführbare Bestimmungsmethode dar und hat sich auch bei unseren Unter¬

suchungen als sehr geeignet erwiesen. Gewisse Nachteile der Methode, wie Ver¬

meidung des Feuchtigkeitszutrittes und Temperaturkorrektur fallen dabei nicht

ins Gewicht. Wir schlagen die Titration mit Perchlorsäure in Eisessig zur Ge¬

haltsbestimmung von Ephedrinhydrochlorid, Ergotamintartrat und Reserpinbase

vor.

2. 6.3. 5. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl

Diese Methode kann zur Gehaltsbestimmung stickstoffhaltiger Substanzen

herangezogen werden. Sie beruht darauf, dass manche organische Stickstoffver¬

bindungen beim Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsäure und einem geeigneten

Katalysator ihren Stickstoff in Form von Ammoniak abspalten. Nach Zerstörung

der organischen Verbindung wird das Reaktionsgemisch mit Wasser verdünnt,

mit Lauge alkalisch gemacht, das hierdurch in Freiheit gesetzte Ammoniak mit

Wasserdampf überdestilliert, in Säure aufgefangen und anschliessend massanaly¬

tisch bestimmt. Aus der ermittelten Stickstoffmenge einer Substanz kann auf den

Gesamtgehalt der betreffenden Verbindung geschlossen werden. Die Stickstoffbe¬

stimmung nach Kjeldahl für die Gehaltsbestimmung von Alkaloidsalzen angewendet,

erlaubt die Bestimmung des therapeutisch wichtigen Basenanteiles, wobei aller¬

dings stickstoffhaltige Verunreinigungen bzw. Verfälschungen miterfasst werden.

Dagegen ist jedoch anzunehmen, dass solche bereits bei den Reinheitsprüfungen

erkannt würden.
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Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl, welche in die Ph. Helv. VI aufgenom¬

men werden soll, wurde für alle in dieser Arbeit untersuchten Substanzen als

zusätzliche Gehaltsbestimmung vorgenommen. In der Ausführung hielten wir uns

an die für unser Arzneibuch vorgesehene Vorschrift:

"In einen Kjeldahlkolben von 100 ml Inhalt gibt man eine 5 - 15 mg Stick¬

stoff entsprechende und in den einzelnen Artikeln angegebene Substanzmen¬

ge (genau gewogen), sowie 3 g (Î 0,1 g) Katalysator für Stickstoffbestim¬

mung nach Kjeldahl. Die Substanzeinwaage erfolgt mit Hilfe eines stick-

stoffreien Papierschiffchens so, dass am Kolbenhals keine Substanz kleben

bleibt. Man übergiesst nun mit 5 ml konzentrierter Schwefelsäure RS, wo¬

bei dafür zu sorgen ist, dass die Substanz mit der Schwefelsäure vollstän¬

dig benetzt wird. Bei Substanzen, die während des Aufschlusses zu star¬

kem Schäumen neigen, werden noch ca. 5 mg Stearinsäure zugesetzt, was

jeweils in den einzelnen Artikeln vorgeschrieben wird. Nach Zugabe von

5 Glasperlen und Aufsetzen eines kleinen Trichters erhitzt man ganz vor¬

sichtig den um ca. 45° geneigten Kolben auf kleiner Flamme, bis Schäu¬

men und Aufblähen der Mischung aufhören. Einige Substanzen bilden von

Anfang an klare Lösungen. Dann schraubt man die Flamme langsam höher,
bis die Flüssigkeit gleichmässig und kräftig siedet. Es ist aber dafür zu

sorgen, dass während des Siedens die Schwefelsäure nicht höher als bis

ca. in die Mitte des Kolbenhalses aufsteigt. Die nötige Aufschlusszeit ist

für jede Substanz in den entsprechenden Artikeln angegeben. In der Regel
ist für nicht ringgebundene Stickstoffe 1 Stunde, für ringgebundene Stick¬

stoffe 2-3 Stunden erforderlich. Etwas längere Aufschlusszeiten schaden

nicht. Nach beendigtem Aufschluss muss eine klare, farblose Lösung vor¬

liegen. Nach dem Erkalten verdünnt man mit 20 ml Wasser in einem Guss

und kühlt den Kolben unter fliessendem Wasser rasch auf Zimmertempera¬

tur ab. Die leere Apparatur wird zunächst mit Wasserdampf bei abgestell¬
tem Kühler während ca. 15 Minuten ausgedämpft. Dann spült man die kalte,
verdünnte Aufschlusslösung mit insgesamt 5 mal 5 ml Wasser quantitativ
in den Kolben A der Apparatur. Man legt in einem Erlenmeyerkolben B

von 150 ml Inhalt 30 ml Borsäurelösung für Stickstoffbestimmung nach

Kjeldahl vor, so dass das Kühlrohr eintaucht. Durch Einführen von 20 ml

Thiosulfatlösung durch den Trichter C wird alkalisiert und sofort die Was¬

serdampfdestillation in Gang gesetzt. Vom Moment an, da die Indikator¬

farbe nach Grün umschlägt, wird 10 Minuten destilliert. Dann senkt man

die Vorlage so weit, dass das Kühlrohr 0,5 - 1 cm über die Flüssigkeit

zu stehen kommt und destilliert noch 3 Minuten. Dann lässt man vollstän¬

dig abtropfen. Das Kühlrohr wird mit wenig Wasser aussen abgespritzt,
worauf man die Vorlage entfernt. Man titriert mit 0,05 N-Salzsäure auf

rotstichiges Violett. In gleicher Weise ist unter Verwendung derselben

Reagenzien unter Ersatz der zu analysierenden Substanz durch 0,2 g Gly-

cosum ad iniectionem ein Blindwert zu bestimmen, der vom Titrationser¬

gebnis in Abzug zu bringen ist.

Zur Berechnung dient folgende Formel:

%N =
,04- a-f

a = ml 0,05 N-Salzsäure

b = Einwaage in mg

f = Faktor der 0,05 N-Salzsäure



- 38 -

Abb. 1 Für die Ph. Helv. VI vorgeschlagene Apparatur zur Stickstoffbestim¬

mung nach Kjeldahl.
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Erfahrungen: Anstelle von stickstoffreien Papierschiffchen können bei

der Einwaage der Substanz mit Vorteil Ampullenboden verwendet werden. Wie

wir feststellten, muss die Wasserdampfdestillation langer in Gang gehalten wer¬

den als m der Vorschrift angegeben wird. Vom Moment des Indikator-Umschlags

nach Grün muss anstatt 10 mindestens 15 Minuten destilliert werden, damit nicht

zu tiefe Werte resultieren. Mit den m den Einzelartikeln angegebenen Aufschluss¬

zeiten und einer längeren Destillationsdauer ergaben sich fur alle geprüften Sub¬

stanzen einwandfreie Ergebnisse. Die Methode, welche anfänglich etwas kompli¬

ziert erscheinen mag, ist bei einiger Uebung und Einarbeitung verhältnismässig

rasch durchfuhrbar. Wir schlagen die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl zur

Gehaltsbestimmung von Atropinsulfat vor.

2.6.4. Optische Methoden

2.6.4.1. Kolorimetrische Gehaltsbestimmungen

Ueber kolorimetrische Bestimmungsmethoden, welche ganz allgemein

den Vorteil aufweisen, bei geringem Substanzverbrauch schnell ausfuhrbar und

bei Anwendung geeigneter Messinstrumente verhältnismässig empfindlich zu sein,

bestehen fur die zu untersuchenden Substanzen zahlreiche Publikationen, aber nur

wenige dieser Verfahren eignen sich zur Aufnahme in ein Arzneibuch.

Bei den zur Alkaloidbestimmung angewandten kolonmetrischen Verfahren

handelt es sich einerseits um die quantitative Auswertung der zum Nachweis von

Alkaloiden gebräuchlichen Farbreaktionen, andererseits können die mit Alkaloid-

fallungsmitteln erhaltenen Niederschlage nach Abtrennen und Wiederauflosen fur

kolorimetrische Messungen herangezogen werden. Eine weitere Möglichkeit besteht

in der chemischen Umwandlung der Substanzen in Derivate oder Abspaltung von

Molekulbruchstucken, deren kolorimetrische Konzentrationsbestimmung möglich ist.

Zur Bestimmung der zu prüfenden Alkaloide finden sich in der Literatur Verfahren,

welche von allen genannten Möglichkeiten Gebrauch machen, und die wir jeweils

in den betreffenden Einzelartikeln anfuhren.

Einer experimentellen Ueberprufung haben wir zwei Verfahren unterzogen,

da diese uns fur Pharmakopoe-Zwecke brauchbar erschienen, zumal sie auch von

anderen modernen Arzneibuchern zur Gehaltsbestimmung empfohlen werden. Die

kolorimetrische Bestimmung nach van Urk, die wir fur Ergotamintartrat und
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Dihydroergotamin-methansulfonat vorgenommen haben, beruht auf der Blaufärbung,

welche sich durch Reaktion der Alkaloide mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in Ge¬

genwart von konzentrierter Schwefelsäure und unter Einfluss eines Oxydationsmit¬

tels (FeClJ einstellt. Wir haben für beide Substanzen - für die Bestimmung von

Ergotamintartrat stand eine Standardsubstanz zur Verfügung - mit der Stickstoff¬

bestimmung nach Kjeldahl, sowie bei Ergotamintartrat mit der Perchlorsäure-Ti¬

tration vergleichbare Ergebnisse erhalten.

Das zur Gehaltsbestimmung von Reserpinbase ausgeführte kolorimetrische

Verfahren beruht auf der Umwandlung von Reserpin in 3-Dehydro-reserpin,

welche sich unter Einwirkung von Natriumnitrit und konzentrierter Salzsäure voll¬

zieht. Das Umwandlungsprodukt ist von grünlich-gelber Farbe und somit kolorime-

trisch messbar. Die nach USP XVI unter Verwendung einer Bezugssubstanz vorge¬

nommene Bestimmung ergab ebenfalls brauchbare, mit der Stickstoffbestimmung

nach Kjeldahl und der Perchlorsäure-Titration vergleichbare Werte.

Für die Messungen stand uns im Spektralphotometer Zeiss PMQ II ein Ge¬

rät von hoher Präzision zur Verfügung.

Für die Gehaltsbestimmung von Ergotamintartrat und Reserpinbase bringen

wir keine kolorimetrischen Verfahren in Vorschlag, da uns die für genannte Sub¬

stanzen anwendbare Perchlorsäure-Titration als Methode der Wahl erscheint. Hin¬

gegen möchten wir für Dihydroergotamin-methansulfonat die kolorimetrische Blau¬

wert-Bestimmung nach van Urk vorschlagen.

2.6. 4. 2. UV-Spektrophotometrische Gehaltsbestimmungen

In neueren Publikationen wird die UV-Spektrophotometrie immer häufiger zur

Gehaltsbestimmung von Alkaloiden herangezogen, wohl auch, weil das Verfahren

den Vorteil aufweist, mit sehr geringen Substanzmengen auszukommen. Wir haben

unsere diesbezüglichen Untersuchungen bereits im Kapitel "Physikalisch-chemische

Reinheitsprüfungen" (s.Seite 22) aufgeführt. Die Bestimmung von ~E.\'° ,
welche

wir in dieser Arbeit für Dihydroergotamin-methansulfonat, Ergotamintartrat und

Reserpinbase als Reinheitsprüfung vorgenommen haben, ist gleichzeitig ein Mass

für den Gehalt des betreffenden Alkaloides.
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2.7. REAGENZIENLISTE

Wo immer es möglich war, versuchten wir mit dem Reagenziensatz der

Ph. Helv. V und der Supplemente auszukommen. Die nachfolgend beschriebenen

Reagenzien waren für unsere Untersuchungen jedoch unumgänglich. Die mit )

versehenen Reagenzien werden als Neueinführung vorgeschlagen bzw. den Vor¬

schlägen für die Ph. Helv. VI entnommen. Nach der Nomenklatur der Ph. Helv. VI

werden alle Reagenslösungen mit "RS" bezeichnet.

Aluminiumchlorid *) (ca. 0,2 n) :2,7g Aluminiumchlorid, A1C1„ (Mol. -Gew.

133, 4) werden in Wasser zu 100 ml gelöst.

Ammoniumreineckat: 0,5gAmmoniumreineckat,Cr(NH„)?(SCN)4NH. • H„0 (Mol. -

Gew. 354, 5) werden mit 20 ml Wasser während einer Stunde geschüttelt und die

Lösung filtriert. Das Reagens muss innerhalb 48 Stunden verwendet werden.

Prüfung: Vgl. USP XV, p. 964.

Ammoniumsulfamat: NH4OSO2NH2 (Mol.-Gew. 114,1) Smp. 130 - 133°, weis¬

ses geruchloses kristallines Pulver, welches sich beim Erhitzen zersetzt. Leicht

löslich in Wasser.

Prüfung: Vgl. USP XV, p. 964.

Borsäurelösung zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl *):
Darstellung: 30 g Borsäure werden in heissem Wasser zu 1 Liter gelöst. Einem

Liter dieser Lösung mischt man 10 ml Indikatorlösung für Stickstoffbestimmung
nach Kjeldahl zu.

Prüfung: 1 Volumen der mit Indikatorlösung versetzten Borsäure muss beim Ver¬

dünnen mit 2 Volumen Wasser die Umschlagsfarbe des Indikators zeigen (rotstichi¬
ges Violett). Andernfalls ist mit Salzsäure oder Natronlauge zu korrigieren.

Dragendorff- Reagens *) : (ca. 0,05 n): 1,5 g Bismutum subnitricum werden in

der Mischung von 7,5 ml verdünnter Salpetersäure RS und 80 ml Wasser unter

Erwärmen gelöst. Diese Lösung wird allmählich in eine Lösung von 7, 5 g Kalium

iodatum + 10 ml Wasser eingetragen. Dann wird abkühlen gelassen, auf 100 ml

mit Wasser ergänzt und wenn nötig filtriert.

Dragendorff-Reagens für Papierchromatographie *) nach Munie r und Mache -

boeuf, Bull. soc. Chim.biol. 32, 192, 304 (1950) :

Lösung A: 0,85 g Bismutum subnitricum werden in der Mischung von 40 ml Was¬

ser und 10 ml Eisessig gelöst.
Lösung B: 8 g Kalium iodatum werden in 20 ml Wasser gelöst.

Verbrauchslösung: 5 ml Lösung A + 5 ml Lösung B werden mit 20 ml konzentrier¬

ter Essigsäure RS + 100 ml Wasser verdünnt.

Goldchlorwasserstoffsäure (Goldchlorid): 0,2 g HAuCl4 • 3 H2O (Mol.-Gew. 393,9)
werden in Wasser zu 10 ml gelöst.

Prüfung: Vgl. Brit.Ph. 1958, p. 760
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n-Heptan *); CHgfCHjgCHg (Mol.-Gew. 100,2), farblose Flüssigkeit mit einem

Siedepunkt von 98,4°una einem Brechungsindex von nr^O = 1,388. Aufbewahrung:
Vor Feuer geschützt.

Indikatorlösung für Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl *): 0,080 g Bromkresol-

grün und 0,016 g Methylrot werden in Aethanol 94 % zu 100 ml gelöst.

Kalignost *): 3,4 g Tetraphenylbor-Natriumsalz, (CgH5)4BNa, (Mol.-Gew. 342,2)
werden in 90 ml Wasser gelöst und diese Lösung mit Aluminiumchlorid RS bis

pH ca. 6-7 versetzt. Dann wird mit Wasser auf 100 ml ergänzt und filtriert.

Kaliumazetat *) (ca. 2 n): 10 g Kaliumazetat, CH„COOK (Mol. -Gew. 98,15) wer-

den in Wasser zu 100 ml gelöst.

Katalysator für Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl *): 3 g gelbes Quecksilberoxyd
werden mit 97 g Kaliumsulfat gleichmässig verrieben.

Ninhydrin: 0,1 g Ninhydrin (CQHfiO., Mol.-Gew. 178,15) werden in Methylalko-
hol zu 100 ml gelöst.

Silikowolframsäure : 5 g Si02 • 12 WO3 • nH20 (Mol. -Gew. der wasserfreien

Säure 2844) werden mit Wasser zu 100 ml gelöst.

Prüfung: Vgl. Brit.Ph. 1958, p. 789.

Taschiro-Indikator *) : 10 ml Methylrot RS und 1 ml Methylenblau RS werden ge¬

mischt.

Thio sulfatlauge für Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl *): Zu einer 40 %igen
Lösung von stickstoffreiem Natriumhydroxyd in Wasser werden 2 % Natriumthio-

sulfat zugesetzt.

Wasserstoffsuperoxyd, konzentriertes *) = Hydrogenium peroxydatum concentra-

tum

Zimtaldehyd *): 1,0 g Zimtaldehyd, C6H5CH=CHCHO (Mol.-Gew. 132,15) werden

in Methylalkohol zu 100 ml gelöst.
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3. SPEZIELLER TEIL

3.1. GLIEDERUNG DES TEXTES

Da es sich bei den untersuchten Substanzen um Alkaloide verschiedener

chemischer Struktur handelt, wurde jede Substanz in einem in sich abgeschlosse¬

nen Abschnitt beschrieben, welcher neben einer Aufstellung der aus der Literatur

ersichtlichen Daten und Prüfungsmethoden unsere eigenen Untersuchungen und

Ergebnisse enthält. Dieses Vorgehen gestattet die Möglichkeit, einzelne Reaktio¬

nen an Ort und Stelle zu kommentieren.

3.2. ANORDNUNG DER ABSCHNITTE

Zur übersichtlichen Gestaltung wurden die Abschnitte in verschiedene Unter¬

abschnitte gegliedert.

3.2.1. Definition, Nomenklatur, Konstitutionsformel und Be¬

zel chnung

Zu Beginn eines jeden Artikels führen wir eine Definition der Substanz, die

Konstitutionsformel, sowie die verschiedenen Bezeichnungen (Pharmakopöebezeich-

nungen, Trivialnamen, Spezialitätennamen) an.

3.2.2. Vorkommen

Da die untersuchten Substanzen Drogeninhaltsstoffe darstellen, geben wir

sodann einen Ueberblick über die Herkunft, die Stammpflanzen und die Nebenalka-

loide, von denen wir vielfach auch Konstitutionsformeln anführen.
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3.2.3. Darstellung, Mögliche Verunreinigungen

ii diese Abschnitte entfallen Beschreibung der verschiedenen Extraktions¬

verfahren und Formulierung der möglichen Synthesewege, sowie daraus abgelei¬

tet, eine Aufstellung der Verunreinigungen, die sich aus der Darstellung ergeben

können.

3.2.4. Prüfungen

Diese sind eingeteilt nach:

Sinnenprüfung

Identitätsprüfungen

Reinheitsprüfungen

Quantitative Bestimmungen

Die papierchromatographische Prüfung ist unter "Identitätsprüfungen" aufgeführt.

Die Reinheitsprüfungen umfassen: physikalisch und physikalisch-chemische Prüfun¬

gen sowie chemische Reinheitsprüfungen. Die Bestimmung des Schmelzbereiches

ist unter "physikalisch-chemische Prüfungen" eingereiht. Unter "Quantitative Be¬

stimmungen" finden sich die Bestimmung des Feuchtigkeitsgehaltes (bzw. Was¬

sergehalt oder Gehalt an Kristallösungsmittel) sowie die Gehaltsbestimmungen.

3.2.5. Untersuchung von Handelsmustern

Im Anschluss an den Abschnitt "Gehaltsbestimmungen" geben wir jeweils

eine tabellarische Zusammenstellung über die Prüfungsergebnisse der untersuch¬

ten Handelsmuster, aus welcher ersichtlich ist, wie sich die verschiedenen Mus¬

ter bei der von uns vorgeschlagenen Prüfung verhalten haben.
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3.2.6. Abfassung von Monographievorschlagen

Den Abschluss bilden die Monographievorschlage, welche nach den redaktio¬

nellen Normen der Ph. Helv. VI abgefasst sind.

3.3. MONOGRAPHIEN

3.3.1. Atropinum basicum

Syn. : dl-Hyoscyaminum basicum

Atropin ist der dl-Tropasäure-tropinester

CH -CH- -CH„ O

1 I M /TA
N—CH, CH — O — C— CH-f N>

CH^ -CH- -CHn CH2OH

C17H23°3N

Atropine

Atropinum

Atropina

Mol.-Gew. 289,4

USP XIV, p.60; Brit.Ph.1958 p.62
Codex Gall. 7, p. 78

Ph. M. Vol. I, p. 45

F.Espan.DC, p. 129

Vorkommen

Atropin, welches aus verschiedenen Solanaceenarten gewonnen wird, ist pri¬

mär in den frischen Drogen, wie beispielsweise in Radix Belladonnae, nicht oder

nur in geringen Mengen vorhanden. Es entsteht bei der Verarbeitung der Droge
erst sekundär durch Razemerisierung aus dem Hauptalkaloid, 1-Hyoscyamin.

Bildung

Bedingungen, wie Erhitzen im Vakuum, Einwirkung von starken Alkalien in

kalter, alkoholischer Lösung oder in Ammoniak (14), Gegenwart von Tropin (15),
sogar siedendes Chloroform (16) oder kaltes Wasser (17) können die Umwandlung



- 46 -

von l-Hyoscyamin in das razemische Atropin bewirken. Bei der Extraktion von

l-Hyoscyamin muss deshalb die Einwirkung von Wärme und Alkali möglichst ver¬

mieden werden, um die Razemerisierung hintanzuhalten.

Darstellung

a) Durch Extraktion:

Als Ausgangsmaterialien dienen meistens Radix Belladonnae, Semen Stra-

monii oder Hyoscyamus muticus. Die Extraktion und Aufarbeitung kann nach fol¬

gendem Prinzip erfolgen (18):

"Die gepulverte Droge wird zur Freisetzung der Alkaloidbasen mit wässriger
Natriumkarbonatlösung befeuchtet und mit Aether oder Benzol extrahiert. Die

Alkaloidbasen werden mit Essigsäure aus dem organischen Lösungsmittel aus¬

gezogen, und die saure Lösung wird solange mit Aether geschüttelt bis dieser

noch gefärbt ist. Dann werden die Basen mit Natriumkarbonat in Freiheit gesetzt,
und der Niederschlag nach Waschen und Trocknen in Aether oder Azeton gelöst.
Diese Lösung wird mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und dann filtriert.

Nach Konzentrieren und Kühlen der Lösung kristallisieren Atropin und Hyoscya-
min aus. Die rohe kristalline Masse wird filtriert und in Alkohol gelöst. Nach

Zusatz von Natriumhydroxyd wird die Lösung bis zur vollständigen Razemerisie¬

rung stehen gelassen. Das rohe Atropin wird aus Azeton umkristallisiert. "

Im weiteren sei auf die Verfahren von Rabourdin, Pesci, Gerrard

und Stuart (19) verwiesen. Ein anderes Herstellungsverfahren besteht in der

Umlagerung von l-Hyoscyamin durch alkoholisches Natron (20) oder durch Erhit¬

zen von l-Hyoscyamin über seinen Schmelzpunkt.

b) Durch Synthese:

Umsetzen von Tropinchlorhydrat mit Acetyltropasäurechlorid in der Wärme:

CH„ CH CH0
I I

HN®-CH„ CHOH

I
3

I

CH2 CH CH2

O

Cl
®

+ Cl - C - CH—^J
CR, - O - C - CH„

i tl "*

o

Tropinchlorhydrat Acetyltropasäurechlorid

Das nach D.R.P. 151189 erhaltene Acetyltropyltropein wird nach Buchler

(21) mit dem 5-fachen Volumen konz. Salzsäure 24 Stunden lang bei gewöhnlicher

Temperatur stehen gelassen, wodurch die Abspaltung der Acetylgruppe bewirkt

wird. Dann wird das Reaktionsprodukt alkalisch gemacht zur völligen Ausfällung
der Alkaloidbase.

Die Synthese von Tropin nach Robinson (22) ist die folgende:
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CH2--CHO H

1
+ N-CH

|

CH„--CHO
1

H

H-CH—COOR CH„—CH- -CH—COOR

C=0 N-CH, C=0
i 3 i

Verseifung

H—CH—COOR CH2—CH- CH—COOR

Succindialdehyd Methylamin Acetondicarbonsäureester Tropinondicarbonsäure-
ester

CH„—CH- -CH—COOH

N-CH, C=0

I
3

I

CH2 CH CH—COOH

Tropinondicarbonsäure

-2C09

CH„— en¬
's i

CH2—CH

Tropinon

-CH„ CH„—CH-

N-CH, C=0 +"2

-CH„

-CH„

N-CH, CH-OH

I
3

I

CH2— CH CH2

Tropin

dl-Tropasäure ist auf folgendem Wege zugänglich:

o

Phenylessigester

Na-Alkoholat

CHgCOOR + ROOCH -rv
Reduktion

CHCOOR -rs-CHCOOR

CHO CH2OH

Ameisensäureester Tropasäureester

Mögliche Verunreinigungen

Andere Solanaceenalkaloide, wie Hyoscyamin, Scopolamin, Apoatropin, Bel-

ladonin, Tropin; ferner dl-Tropasäure, Atropasäure; Natrium, Kalium, Kalzium,

Sulfat, Chlorid, Karbonat, Azetat.

Sinnenpriifung

Vier der fünf geprüften Muster stellten weisse kristalline Pulver dar, wo¬

von eines von ganz besonders feiner Struktur war. Ein Muster bestand aus farb¬

losen, nadeiförmigen Kristallen. Sämtliche Muster waren völlig geruchlos. Von

einer Geschmacksprobe haben wir in Anbetracht der Giftigkeit der Substanz ab¬

gesehen.
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Identitätsprüfungen

Stammlösung: Auf die Herstellung einer wässrigen Stammlösung von genau

bekannter Konzentration musste wegen der Schwerlöslichkeit der Substanz in Was¬

ser verzichtet werden. Wir verwendeten für einige Reinheitsprüfungen eine heiss-

gesättigte Lösung, die wie folgt erhalten wird:

"0,3 g Substanz werden mit 9 ml siedend heissem Wasser in einem Rea¬

gensglas mit Glasstopfen während 1 Minute kräftig geschüttelt. Das nach

dem Erkalten erhaltene Filtrat dient als Stammlösung S I. "

Nachweis der Atropinbase:

Farbreaktion nach Vitali: Als Identitätsreaktion figuriert in den Monogra¬

phien die Vitali'sehe Farbreaktion, welche nicht spezifisch ist auf Atropin, son¬

dern mit allen Tropasäurealkaloiden positiv ausfällt. Sogar Veratrin, Strychnin

und Apomorphin geben ähnliche Färbungen, doch sind diese schmutzig-violetten

Färbungen nicht mit der reinen violetten Farbe der Tropasäurealkaloide zu ver¬

wechseln. In Anlehnung an den Artikel Atropinum sulfuricum der Ph.Helv.

V wird die Vitali-Reaktion folgendermassen formuliert:

"Versetzt man etwas Substanz in einem Porzellanschälchen mit 5 Tropfen
konzentrierter Salpetersäure RS und verdampft auf dem Wasserbad zur

Trockne, so bleibt ein Rückstand, der nach dem Erkalten auf Zusatz

von 5 Tropfen weingeistiger Kalilauge eine violette Färbung zeigt.
"

Als sinnvolle Ergänzung der Vitali-Reaktion ist die Bestimmung des Schmelz¬

bereiches der Base, sowie die Prüfung auf Abwesenheit einer optischen Drehung

zu bezeichnen. Erst nach Ausführung dieser drei Bestimmungen ist eine eindeu¬

tige Identifizierung möglich.

Alkaloidfällungsreagenzien:

Herstellung des Tetraphenylborates: Scott und Doukas (23) geben für die

Tetraphenylborate der Solanaceenalkaloide folgende Schmelzintervalle an:

Atropintetraphenylborat 141 - 144°

Hyoscyamintetraphenylborat 142 - 145°

Scopolamintetraphenylborat 145 - 148°
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unkorr. Wert korr. Wert

128 - 132° 129,7 - 133,9°

129 - 133° 130,9 - 134,9°
133 - 137° 134,9 - 137,4°

Atropintetraphenylborat wurde wie folgt hergestellt:

"50 mg Atropinbase wurden in einem Becherglas von 100 ml Inhalt mit

10 Tropfen verdünnter Essigsäure RS in Lösung gebracht. Dann wurden

50 ml Wasser und 3 Tropfen Aluminiumchlorid RS zugesetzt und die

Mischung auf 70° erwärmt. Die heisse Lösung wurde tropfenweise mit

2,6 ml Kalignost RS unter ständigem Umrühren mit einem Glasstab ver¬

setzt und das Fällungsgemisch darauf 2 Stunden im Eisschrank belassen.

Dann wurde der kristalline Niederschlag abgenutscht, mit 25 ml 0,2%iger
Essigsäure gewaschen, aus einer Mischung von 4 ml Azeton und 6 ml

Wasser umkristallisiert und bei 100° getrocknet".

Die Schmelzbereiche von Atropintetraphenylborat sowie der Tetraphenylbo-

rate von Hyoscyamin und Scopolamin, welche nach der gleichen Vorschrift erhal¬

ten wurden, betragen:

Atropintetraphenylborat

Hyoscyamintetraphenylborat

Scopolamintetraphenylborat

Bei unseren Bestimmungen ergaben sich im Vergleich zu den Angaben von

Scott und Doukas (23) wesentlich tiefere Werte, welche auch nach nochmali¬

ger Umkristallisation keine Veränderung zeigten. Die Tetraphenylborate der ge¬

nannten Alkaloide eignen sich nicht zu deren Unterscheidung, da die Schmelzbe¬

reiche zu nahe beieinanderliegen.

Herstellung des Reineckates: Nach Evans und Partridge (24) betragen

die Schmelzbereiche der Reineckate (unter Zersetzung):

Atropinreineckat 157 - 158

Hyoscyaminreineckat 156 - 157

Scopolaminreineckat 171 - 172 (nach Sintern bei

169 - 170°)

Für die Herstellung von Atropinreineckat legten wir folgende Vorschrift zu¬

grunde:

"60 mg Atropinbase wurden in 20 ml 0,1 N-Salzsäure gelöst und die Lö¬

sung mit 30 ml Wasser versetzt. Durch Zusatz von 50 ml Aluminium-

reineckat RS wurde das Alkaloid gefällt, das Fällungsgemisch 1 Stunde
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im Eisschrank belassen und der Niederschlag abgenutscht. Letzterer

wurde mit 20 ml Eiswasser gewaschen und zweimal aus 8 ml einer

Mischung von 2, 5 ml Azeton und 7, 5 ml Wasser in der Wärme umkris¬

tallisiert und bei 100 getrocknet.
"

Die Reineckate von Hyoscyamin und Scopolamin wurden analog hergestellt.

Scopolaminreineckat musste vor der Filtration einige Stunden stehen gelassen

werden, da die Fällung anfänglich schwer filtrierbar war. Es ist blasser röt¬

lich gefärbt als die Reineckate von Atropin und Hyoscyamin.

Die von uns ermittelten Schmelzbereiche (unter Zersetzung) betragen:

Atropinreineckat

Hyoscyaminreineckat

Scopolaminreineckat

Da die Reineckate unter Zersetzung schmelzen (die Verfärbung tritt schon

ca. 10 - 20 vor Schmelzbeginn auf) und die Schmelzbereiche von Atropin-und

Hyoscyaminreineckat sich nicht wesentlich unterscheiden, eignet sich dieses De¬

rivat nicht zur Identifizierung von Atropinbase.

Herstellung des Pikrates: Der Schmelzbereich von Atropinpikrat und Hyos-

cyaminpikrat beträgt nach den Literaturangaben:

unkorr. Wert korr. Wert

156 - 158° 159 - 161,1°
155 - 157° 157,9 - 160°

167 - 168° 170,5 - 171,6°

165 - 166°

165 - 166°

162°

Atropinpikrat Hyoscyaminpikrat

Merck Index 6th Ed. (59) 175 - 176°

Carr und Reynolds (26) 175 - 176°

Mühlemann und Bürgin (27) 175 - 176°

King (25) gibt für Scopolaminpikrat, welches aus Scopolaminhydrobromid von

Pharmakopoe-Qualität hergestellt wurde, ein Schmelzintervall von 165 - 185°

an. Atropinpikrat wurde nach folgender Vorschrift erhalten:

"25 mg Atropinbase wurden in der Mischung von 3 Tropfen verd. Essig¬
säure RS und 5 ml Wasser gelöst. Dann wurden tropfenweise 2 ml Pikrin¬

säure RS zugesetzt. Der entstandene ölige Niederschlag wurde durch

leichtes Erwärmen wieder in Lösung gebracht. Das nach dem Erkalten

auskristallisierte Pikrat wurde abgenutscht, mit 5 ml Wasser gewaschen
und bei 103 - 105° getrocknet".



163°137°-

135

136°ca.

165°139°-137

165°136°

HyoscyaminaureatAtropinaureat

getrocknet".

105beiundgewaschenWasserml5mitabgenutscht,wurdenKristalle

glanzlosenundmattenDiewurde.kristallinStunden4ca.nachwelche

Fällung,öligezitronengelbeeineentstandRSGoldchlorwasserstoffsäure

Tropfen12vonZusatzNachgelöst.RSSalzsäureverdünnterTropfen

10undWasserml2vonMischungderinwurdenAtropinbasemg"25

her:VorschriftfolgendernachAtropinaureatdasstelltenWir

135

(27)BürginundMühlemann

1958Ph.Brit.

(26)ReynoldsundCarr

(59)Ed.6thIndexMerck

Literaturangaben:dennachbetragenAureatederSchmelzbereicheDie

auf.Aussehenglanzlosesmattes,einHyoscyaminaureatzu

GegensatzimweistDiesesbeschreibt.DerivatesdesAussehendaslediglichsie

indemSchmelzbereiches,desBestimmungdieaufverzichtetXTVUSPfordert.

(korr.)136ca.vonSchmelzpunkteinenAtropinaureatfür1958Brit.Ph.wobei

vor,IdentitätsprüfungweiterealsAureatesdesHerstellungdieVitali-Reaktion

dernebenschreiben1958Ph.Brit.undXIVUSPAureates:desHerstellung

Atropinbase.vonzierung

Identifi¬zurgutsehrDerivatdiesessicheignetaufweisen,Schmelzintervallede

abweichen¬voneinanderscharfe,HyoscyaminpikratundAtropinpikratDareiches.

Schmelzbe¬desAenderungkeinebewirkteWasserheissemausUmkristallisation

166,3-165,3163,0-162,0Scopolaminpikrat

166,3-164,2163,0-161,0Hyoscyaminpikrat

177,3-175,7173,5-171,5Atropinpikrat

Wertkorr.Wertunkorr.

betragen:ScopolaminundHyoscyaminvonPikratestellten

herge¬WeisegleicherindersowieAtropinpikrat,vonSchmelzbereicheDie

-51-
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Der Schmelzbereich des Atropinaureats lag zwischen 135,0 und 137,0

(unkorr. ) bzw. 137,0 und 139,0 (korr. ). Durch Umkristallisation aus heissem

Wasser änderte sich das Schmelzintervall nicht.

In der gleichen Weise wurde das Hyoscyaminaureat hergestellt, welches

sozusagen spontan kristallin ausfiel. Der Schmelzbereich des Hyoscyaminaurea-

tes lag zwischen 159 und 162° (unkorr.) bzw. 162,1 und 165,3° (korr.).

Von den aufgeführten Möglichkeiten der Identifizierung der Atronpinbase

durch Herstellung eines Derivates erweist sich die Herstellung des Aureates am

geeignetsten, da die Schmelzbereiche von Atropinaureat und Hyoscyaminaureat

einen Unterschied von nahezu 30 aufweisen und die Substanzen ohne Zersetzung

schmelzen.

In Anbetracht, dass Goldchlorid als Reagens in der Ph. Helv. V nicht auf¬

geführt ist, und wir in der Regel mit den Ph. Helv. V-Reagenzien auskommen

möchten, schlagen wir vor, das Pikrat herstellen zu lassen. Dieses Derivat

weist einen Schmelzbereich ohne Zersetzung auf, welcher von demjenigen des

Hyoscyaminpikrates um 10 abweicht.

Um festzustellen, ob die Schmelzbereiche der Derivate auch ein Charakte¬

ristikum für die Reinheitsprüfung darstellen, wurden der reinen Atropinbase 10 %

Hyoscyaminbase zugemischt und mit diesem verunreinigten Atropin wurde das

Aureat und das Pikrat hergestellt. Der Schmelzbereich des Aureates erlitt keine

Veränderung, derjenige des Pikrates betrug unkorr. 171 - 173 (Pikrat der rei¬

nen Atropinbase 171, 5 - 173, 5 ). Wie hieraus ersichtlich ist, müssen erhebliche

Mengen Hyoscyamin zugegen sein um eine wesentliche Aenderung der Schmelz¬

bereiche zu bewirken und die Herstellung eines Derivates kann somit nur als

Identitätsnachweis gewertet werden.

Papierchromatographische Prüfung:

Ueber die bisherigen papierchromatographischen Untersuchungen der Solana-

ceenalkaloide orientierten wir uns bei Schumacher (29), wo eine sehr um¬

fangreiche Zusammenstellung der auf diesem Gebiet erschienenen Arbeiten ge¬

geben wird. Die eigenen Untersuchungen erfolgten nach dem von Schumacher

(29) angegebenen Chromatographierverfahren A, welches eine Auftrennung der

Solanaceenalkaloide gestattet ohne das razemische Atropin in seine optischen
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Antipoden zu zerlegen. Wir wählten dieses Verfahren, welches ohne eine optisch

aktive Säure auskommt, weil uns für die Reinheitsprüfung eine Auftrennung von

Atropin in d- und 1-Hyoscyamin als nicht notwendig erschien. Aus einem nach

dem Chromatographierverfahren C hergestellten Chromatogramm, welches ne¬

ben genannter Auftrennung gleichzeitig auch die Auftrennung der übrigen Alka-

loide gestatten würde, wäre nicht ersichtlich, ob das aufgetragene Atropin unzu¬

lässiges Hyoscyamin enthalten würde, da das aus dem Atropin stammende Hyos-

cyamin und das als Verunreinigung anwesende Hyoscyamin den gleichen Rf-Wert

aufweisen würde. Die Auftrennung des razemischen Atropins hätte nur als Iden¬

titätsprüfung Bedeutung. Die Identität scheint uns aber durch die Kombination

anderer Prüfungen (Schmelzbereich der Base, Abwesenheit einer optischen Dre¬

hung, Rf-Wert vor. x;a. 0,20 beim Chromatographierverfahren A) eindeutig fest¬

gelegt.

Zur Chromatographie gelangten jeweils 500 ug Atronpinbase, welche wir in

Chloroform lösten. Die Lösung wurde Punkt um Punkt streifenförmig auf der

Startlinie aufgetragen. Die Papierstreifen wurden mindestens acht Stunden lang

klimatisiert. Im übrigen hielten wir uns genau an die von Schumacher ange¬

gebene Vorschrift, welche wir im Artikelvorschlag formulieren.

Sämtliche unserer fünf Muster erwiesen sich als reine Substanzen, das

heisst, ihre Chromatogramme wiesen nur einen einzigen Farbfleck vom Rf-Wert

ca. 0,20 auf. Wir chromatographierten Atropin, Scopolamin, Apoatropin, Tropin

sowie Mischungen genannter Substanzen. Die Rf-Werte betrugen im Mittel für

Atropin 0,20 ; für Tropin 0,03; für Scopolamin 0,55 ; für Apoatropin 0,68.

Die Empfindlichkeit des Nachweises überprüften wir, indem wir Mischungen

gleicher Teile der Nebenalkaloide herstellten und der reinen Atropinbase in wech¬

selnden Mengen zusetzten. Dann chromatographierten wir je 500 ug dieser "verun¬

reinigten" Atropinbase, welche 2,5 ug, 5 ug, 7,5 ug und 10 ug eines einzelnen

Nebenalkaloides enthielten. Die Entwicklung erfolgte durch Besprühen mit Dra-

gendorff-Reagens für Papierchromatographie (siehe Reagenzienliste p. 41). Es

zeigte sich, dass kleine Mengen von 5 ug noch gut nachweisbar sind und ohne

weiteres von der relativ grossen Menge (500 ug) abgetrennt werden können. Es

kann also mit dieser Methode noch ca. 1 % eines Nebenalkaloides erfasst wer¬

den.

Wir schlagen vor, die papierchromatographische Prüfung nach Schuma¬

cher (29) in den Pharmakopöetext aufzunehmen und damit maximal 1 % verun¬

reinigende Nebenalkaloide zuzulassen.
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Reinheitsprüfungen

a) Physikalische und physikalisch-chemische Prüfung

Schmelzbereich : Das Schmelzintervall 113,5 - 115 (unkorr. ) wird bereits

in Artikel Atropinum sulfuricum von der Ph.Helv.V. für die freigesetzte

Atropinbase gefordert. Die Mehrzahl der Monographien toleriert ein Intervall von

2°.

Die Monographien fordern folgende Schmelzintervalle:

Ph.M.1955 114 - 118° (korr.)

Brit.Ph. 1958 114 - 116° (korr.)

USP XIV 114 - 116° (korr.)

Codex Gall. 1949 115 - 116°

F.Espan. 1930 ca. 115,8°

Die mit unseren Mustern erhaltenen Schmelzbereiche (Mittelwert aus 3-4

Bestimmungen) betragen:

Muster

I

n

m

rv

v

Die Forderung muss streng sein, da die Schmelzbereiche von Atropinbase

und Hyoscyaminbase sehr nahe beieinanderliegen. (Für die aus Hyoscyaminum

sulfuricum freigesetzte Base fordert Ph. Helv. V einen Schmelzbereich von

104 - 107°).

Um festzustellen, wieweit die Bestimmung des Schmelzbereiches als Rein¬

heitsprüfung in Betracht gezogen werden kann, wurden der reinen Atropinbase

wechselnde Mengen Hyoscyaminbase zugemischt. Wir erhielten die folgenden

Schmelzintervalle:

Schmelzbereich

unkorr,.
Wert korr. Wert

113,5 - 115° 114,6 - 116,2°

113,5 - 115° 114,6 - 116,2°

113,5 - 114,5° 114,6 - 115,7°
113 - 114,5° 114,1 - 115,7°
113 - 114° 114,1 - 115,2°
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unkorr. Wert korr. Wert

2 % 112,5 - 114,5° 113,6 - 115,7°
5 % 112,5 - 114,5° 113,6 - 115,7°

10 % 112,0 - 114,0° 113,1 - 115,2°
50 % 104,0 - 113,0° 104,8 - 114,1°

Es ist ersichtlich, dass schon geringe Beimengungen von Hyoscyaminbase

eine Depression und eine Vergrösserung des Schmelzintervalles bewirken. Somit

kommt der Bestimmung des Schmelzbereiches als Reinheitsprüfung grosse Bedeu¬

tung zu, weil Hyoscyamin die wahrscheinlichste Verunreinigung von Atropin dar¬

stellt (nicht völlig razemerisierte Produkte).

Wir glauben uns der strengen Forderung der Ph. Helv. V anschliessen zu

können, und ein Schmelzintervall von 113,5 - 115, (unkorr.) bzw. 114,6 - 116,2

(korr. ) vorzuschreiben, obwohl zwei Muster diese Forderung nicht erfüllten. Die

genannten Muster befriedigten jedoch auch in anderer Hinsicht nicht völlig.

Löslichkeit, Prüfung auf unlösliche und färbende Verunreinigungen: Bei der

Herstellung der Lösung, welche zur Bestimmung der optischen Drehung dient,

wird auf weingeistunlösliche und färbende Verunreinigungen geprüft. 2,0 g Atro-

pinbase müssen sich in 10 ml Aethanol 94 % klar und farblos völlig lösen. Drei

der untersuchten Muster erfüllten diese Forderung. Ein Muster löste sich mit

gelblicher Farbe, ein anderes wies ungenügende Löslichkeit auf.

Reaktion der wässrigen Lösung: In keiner der Pharmakopoen, in denen

Atropinbase aufgeführt ist, findet sich eine genaue Angabe des pH-Wertes. USP

XIV, Brit-Ph. 1958 und Ph. Int. 1955 begnügen sich mit der Forderung, dass eine

gesättigte wässrige Lösung alkalisch gegenüber Phenolphthalein reagieren soll.

Codex Gall. 1949 bezeichnet die Atropinbase als starke Base, welche Säuren neu¬

tralisiert und Lackmus bläut. Nach Merck Index 6 Ed. (59) soll der pH-Wert

einer 0,0015 m Lösung 10,0 betragen. Wir erhielten elektrometrisch bestimmt

für eine 0,2 %ige ca. 0,007 m wässrige Lösung einen pH-Wert von 10, 45 und

in einer heissgesättigten wässrigen Lösung betrug der pH-Wert 10,70.

Die heissgesättigte Lösung erhielten wir durch Schütteln von 0,3 g Atropin¬

base mit 9 ml siedend heissem Wasser während genau einer Minute und Abfiltrie¬

ren des ungelösten Rückstandes nach dem völligen Erkalten. Diese Lösung bezeich-
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nen wir als Stammlösung S I, die noch für weitere Reinheitsprüfungen dient.

Von einem Substanzmuster stellten wir drei solche Lösungen her und erhielten

elektrometrisch bestimmt folgende pH-Werte: 10,70; 10,73; 10,75;. Damit ist

der Beweis erbracht, dass nach dieser Vorschrift hergestellte Lösungen des

gleichen Substanzmusters praktisch konstante pH-Werte aufweisen. Da die starke

Alkalität der Atropinbase den Gebrauch der Farbtabelle der Ph. Helv. V, Suppl. DI,

verunmöglicht, zogen wir die pH-Vergleichslösungen der Ph. Helv. V, Suppl. HI,

heran.

Die von uns ermittelten pH-Werte betragen:

Handelsmuster pH-Wert pH-Wert

potentiometrisch pH-Vergleichslösungen

I 10,72 10,60

E 10,70 10,50

m 10,65 10,50

IV 10,78 10,90

V 10,76 10,60

Auf Grund der erhaltenen Werte fordern wir, dass der pH-Wert der heiss-

gesättigten Lösung zwischen 10,40 und 11,00 liegen muss.

Optische Drehung: Die Bestimmung der optischen Drehung ist im Falle der

Atropinbase als Reinheitsprüfung von Bedeutung, weil gelegentlich nicht völlig

razemerisierte Atropinbase im Handel angetroffen wird. Im weiteren ergänzt sie

die mit allen Tropasäure-Alkaloiden erhaltene Vitali-Reaktion und erhält so den

Charakter einer Identitätsprüfung.

Die Herstellung der Lösung erfolgt durch Lösen von ca. 2 g Atropinbase

(genau gewogen) in 10 ml Aethanol 94 % und Ergänzung dieser Lösung im Mess-

kölbchen auf 20 ml. Obschon diese Lösung optisch inaktiv sein soll, muss genau

gewogen werden, weil die Lösung in der Folge auch zur Bestimmung des Ver¬

brennungsrückstandes dienen soll.

Die Monographien, welche die optische Drehung bestimmen lassen (F. Espan.

1930 und Codex Gall. 7 verzichten auf diese wichtige Prüfung) tolerieren eine

geringe Linksdrehung. USP XTV verwendet eine 5 %ige Lösung in 50 %igem Alko¬

hol und schreibt vor, dass der Drehungswinkel dieser Lösung - 0,70 nicht über-
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schreiten dürfe. Brit. Ph. 1958 führt die Bestimmung mit einer 10 %igen Lösung

in 90 %igem Alkohol durch und gestattet ein Drehungsintervall von -0,7 bis

+0,7 .
Ph. Int. 1955 fordert, dass die optische Drehung einer 10 %igen Lösung

in 60 %igem Alkohol bei 20 höchstens +0,1 oder -0,1° betragen dürfe. Nach

G ad am er (28) beträgt die spezifische Drehung der Hyoscyaminbase in absolu¬

tem Alkohol -20,89 .
Der abgelesene Drehungswinkel für eine 10 %ige Lösung

von reiner Hyoscyaminbase im 2 dm Rohr bestimmt beträgt somit -4,18°.
Ein Drehungswinkel von -0,1 entspricht einer Konzentration von 0,239 g

Hyoscyaminbase in 100 ml Lösung. Weist daher eine 10 %ige Lösung von Atro-

pinbase einen Drehungswinkel von-0,1 auf, so enthält die Atropinbase 2,4 %

Hyoscyamin. Rechnet man mit einer Genauigkeit der polarimetrischen Ablesung

von 0,1 ,
so würde diesem Drehungswinkel also 2,4% Hyoscyamin entsprechen.

Der Erfassung einer kleineren unzulässigen Menge wird durch die Genauigkeit

der polarimetrischen Bestimmung eine Grenze gesetzt.

Alle unsere Substanzmuster waren optisch inaktiv, der Durchschnittswert

der Ablesungen betrug 0, 0
.
Wir führten unsere Bestimmungen mit dem Kreis-

polarimeter 0,01 nach Zeiss durch, welches eine Genauigkeit von 0,01 gestat¬

tet. Da anzunehmen ist, dass nicht immer Polarimeter von so grosser Empfind¬

lichkeit zur Verfügung stehen, wäre es angebracht, ein kleines Drehungsintervall

zu gestatten, womit durch die Genauigkeit der Ablesung bedingte Abweichungen

vom Nullpunkt nach links bzw. nach rechts noch zulässig wären. Die von der

Ph. Helv. V vorgeschriebenen Polarimeter sollen mindestens Ablesungen von 0,1

gestatten, woraus wohl zu verstehen ist, dass kleinere Drehungen als unmessbar

gelten.

Wir schlagen vor, die Forderung analog der Ph. Int. 1955 zu formulieren

und vorzuschreiben, dass der Drehungswinkel der 10 %igen weingeistigen Lösung,

bei 20 im 2 dm-Rohr bestimmt, höchstens +0,1 oder -0,1 betragen darf.

b) Chemische Reinheitsprüfung

Abwesenheit von Alkalimetallen und Kalzium:

"Einige Kristalle Atropinbase dürfen nach dem Verbrennen am Platindraht

die nicht leuchtende Flamme höchstens rasch vorübergehend gelb, jedoch
nicht ziegelrot und bei Betrachtung durch das Kobaltglas nicht rosa färben

(Natrium Kalium, Kalzium)".
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In unseren Mustern waren höchstens zulässige Spuren von Natrium zugegen.

Diese Prüfung wird von keiner der Monographien angeführt. Wir sehen für den

Artikel Atropimim basicum ebenfalls davon ab.

Abwesenheit von Chlorid, Sulfat und Schwermetallen: Diese Prüfungen wur¬

den nach den Vorschlägen zur Ph. Helv. VI in der Stammlösung vorgenommen. Da

unsere Muster der Grenzreaktion a n entsprachen, wird die Forderung entspre¬

chend formuliert.

Prüfung auf konzentrierte Schwefelsäure färbende Verunreinigungen: Die Prü¬

fung wurde mit 20 mg Atropinbase in 2 ml konzentrierter Schwefelsäure RS vor¬

genommen und die Lösungen mit den Farbvergleichslösungen verglichen.

Unsere Muster zeigten die folgenden Färbungen:

Muster: I n m IV

sofort

5'

10'

20'

30'

5' Wasserbad

10' Wasserbad

farblos farblos farblos farblos farblos

farblos farblos farblos farblos farblos

farblos farblos farblos farblos farblos

farblos farblos farblos farblos = G6
farblos farblos farblos = Gß = Gfl

6

alle dotterblumengelb

alle dotterblumgengelb (nicht intensiver gefärbt als nach

5' Wasserbad)

Wir formulieren die Forderung für den Pharmakopöetext wie folgt:

"20 mg in 2 ml konzentrierter Schwefelsäure RS gelöst, müssen noch nach

30 Minuten klar und farblos sein; beim nachfolgenden Erwärmen im sie¬

denden Wasserbad tritt eine dotterblumengelbe Färbung auf ".

Abwesenheit von konzentrierte Salpetersäure färbenden Stoffen: Ph. Helv. V

schreibt eine Prüfung auf Morphin und Bruzin bei den meisten Alkaloiden vor,

um Verwechslungen mit diesen stark wirkenden Substanzen zu vermeiden. Mor¬

phin färbt konzentrierte Salpetersäure orangerot, Bruzin blutrot. Im Artikel Atro¬

pimim sulfuricum wird diese Prüfung mit der Prüfung auf konzentrierte Schwefel¬

säure färbende Verunreinigungen kombiniert und Farblosigkeit verlangt.
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USP XTV lässt die Salpetersäure ebenfalls zu der Lösung der Alkaloidbase

in konzentrierter Schwefelsäure fügen und gestattet eine geringe Gelbfärbung.

Die anderen Monographien führen weder eine Prüfung mit konzentrierter Schwe¬

felsäure noch mit konzentrierter Salpetersäure an.

Wir schlagen folgende Formulierung vor:

"20 mg in 1 ml konzentrierter Salpetersäure RS gelöst, müssen farblos sein

(Morphin, Bruzin)".

Ammoniakprobe :

"25 mg werden mit Hilfe von 2 Tropfen verdünnter Salzsäure RS in 1 ml

Wasser gelöst. Wird diese Lösung mit 6 Tropfen verdünntem Ammoniak

RS versetzt, so muss sich die Lösung trüben; auf nachträglichen Zusatz

von 2 ml Wasser muss die Trübung wieder verschwinden".

Eine ähnliche, sich auf in Wasser schwerlösliche Alkaloide, hauptsächlich

Apoatropin und Belladonin, erstreckende Prüfung wird im Artikel Atropinum

sulfuricum der Ph.Helv.V durchgeführt. Im Gegensatz zu Atropinsulfat muss

die Base mit Salzsäure in Lösung gebracht werden. Andere Monographien führen

ebenfalls Prüfungen mit Ammoniak auf Apoatropin aus.

Kaliumpermanganatprobe : Brit. Ph. 1958 macht von der Kaliumpermanganat

reduzierenden Eigenschaft des Apoatropins Gebrauch. Nach der dort angegebenen

Vorschrift werden 5 ml einer 1 %igen Lösung von Atropinbase in 0,2 N-Salzsäure

mit 0,25 ml einer 0,1 N-Kaliumpermanganatlösung versetzt. Die Forderung lau¬

tet, dass die Farbe des Permanganates innerhalb 5' nicht ganz verschwunden

sein darf.

Wir überprüften die Empfindlichkeit dieser Vorschrift, indem wir der zu

untersuchenden Atropinbase Apoatropinbase in Konzentrationen von 1 %, 0, 5 %,

0,25 %, 0,2 %, 0,1 % zufügten und feststellten, bei welcher Konzentration eine

Aenderung der Kaliumpermanganatfärbung gerade noch wahrnehmbar ist. Als

Vergleich diente die bei Verwendung von reiner Atropinbase während der vorge¬

schriebenen Zeit beständige Violettfärbung. In den Apoatropinbase enthaltenen

Lösungen konnten wir je nach Konzentration eine stärkere oder schwächere Aen¬

derung von Violett nach Bräunlich beobachten. Die Grenzkonzentration, bei wel¬

cher eine Farbänderung gerade noch sichtbar war, betrug 0,2 % Apoatropin.

Somit lassen sich also mit dieser Reaktion 0,2 % Apoatropin noch nachweisen,
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eine Empfindlichkeit, welche sogar diejenige des papierchromatographischen

Nachweises übertrifft.

Wir schlagen diese Prüfung neben der Ammoniakprobe vor und kommen zu

folgender Formulierung:

"50 mg werden in 5 ml 0,2 N-Salzsäure gelöst und diese Lösung mit

0,25 ml 0,1 N-Kaliumpermanganat versetzt. Die Violettfärbung darf in¬

nerhalb 5 Minuten nicht völlig verschwunden sein".

Quantitative Bestimmungen

a) Feuchtigkeitsgehalt

Wir trockneten die Muster bei 103 - 105 und erreichten bereits nach ei¬

ner Stunde Gewichtskonstanz. Die Bestimmung wurde mit 1 g ausgeführt.

Die Resultate (Mittelwert aus 3 Bestimmungen) sind die folgenden:

I 0,08 %

H 0,13 %

m 0,10 %

IV 0,08 %

V 0,36 %

Alle Monographien sehen von einer Bestimmung des Feuchtigkeitsgehaltes

ab. Wir schlagen vor, einen Feuchtigkeitsgehalt von höchstens 0,2 % zuzulassen.

Wie ersichtlich ist, wurde diese Forderung von einem Muster nicht erfüllt. Die¬

ses entsprach jedoch auch einigen anderen Forderungen nicht und muss als nicht

konform bezeichnet werden.

b) Verbrennungsrückstand

Im Interesse der Substanzersparnis verwendeten wir 5 ml der zur Bestim¬

mung der optischen Drehung benützten Lösung, entsprechend 0, 5 g Atropinbase.

Da sämtliche Muster einen unwägbaren Rückstand aufweisen, wird diese Forde¬

rung entsprechend formuliert. Die anderen Monographien gestatten als höchst zu¬

lässige Menge 0,1 %, was unserer Forderung entspricht.
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c) Gehaltsbestimmungen

Neben der alkalimetrischen Bestimmungsmethode kann Atropmbase nach den

Angaben der Literatur auf verschiedene Arten bestimmt werden. Eine gravime-

trische Methode als Silicowolframat hat Taigner (30) vorgeschlagen. Allport

und Wilson (31) beschreiben eine kolorimetrische Methode, welche auf der

quantitativen Auswertung der Farbreaktion nach Vitali beruht. Ein anderes Ver¬

fahren gibt Romeicke (32) an, welche Atropin mit Silicomolybdânsaure fallt

und das nach Reduktion entstandene Molybdanblau photometrisch bestimmt. Wei¬

tere Methoden beruhen auf der gravimetrischen und titrimetrischen Erfassung

über das Remeckat (9, 33) oder das Tetraphenylborat (11).

Keine der Pharmakopoen, ausser Brit. Ph. 1958, welche eine indirekte alka¬

limetrische Titration der Base vorschreibt und einen Gehalt von 99 bis 100 %

fordert, lasst eine Gehaltsbestimmung ausfuhren.

1. Indirekte Titration

"Ca. 0,2 g Atropmbase (genau gewogen) werden in 5 ml säurefreiem Ae-

thanol 70 % gelost. Dann werden 20 ml 0,1 N-Salzsaure zugefugt. Der Saure-

uberschuss wird unter Verwendung von 5 Tropfen Methylrot RS mit 0,1
N-Natronlauge bis zur Gelbfärbung zurucktitriert."

Die Base wird zuerst in Aethanol 70 % gelost, da die Losung in 0,1 N-

Salzsaure sehr viel Zeit beansprucht.

Resultate in %: Muster

I 1a m IV V

99, 84 99,,73 99, 75 99,,60 98,,85

100, 04 99.,60 99, 67 99,,59 98,,94

99, 79 99,,78 100, 12 99,,72 98, 65

99, 92 99,,88 99, 84 99,,79 98, 94

100, 04 99,,91 99, 96 99,,49 98, 73

99, 93 99,,78 99, 86 99,,64 98, 82
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2. Direkte Titration

Muster I titrierten wir potentiometrisch und führten als Indikator entweder

Methylrot RS oder Taschiro-Indikator RS mit, um festzustellen, welcher der bei¬

den Indikatoren besser geeignet sei. Wir legten folgende Vorschrift zu Grunde:

"Ca. 0,3 g Atropinbase (genau gewogen) werden in 10 ml säurefreiem

Aethanol 70 % gelöst und nach Zusatz von 3 Tropfen Methylrot RS bzw.

3 Tropfen Taschiro-Indikator RS mit 0,1 N-Salzsäure bis zum Farbum¬

schlag in Rot bzw. in Rotviolett titriert (s.Abb. 2)."

Es ergaben sich die folgenden Resultate:

Methylrot RS Taschiro-Indikator RS

visuell potentiometrisch visuell potentiometrisch

99,80 % 99,69 % 99,84 % 99,70 %

99,75 % 99,61 % 99,82 % 99,71 %

99,82 % 99,73 % 99,79 % 99,65 %

99,79 % 99,67 % 99,82 % 99,69 % Mittelwert

1 Die mit den verschiedenen Indikatoren erhaltenen Werte stimmen gut über¬

ein. Sie liegen etwas höher als die potentiometrisch ermittelten. Die direkte

Titrationsmethode erweist sich ebenfalls als geeignet.

Im Interesse der Substanzersparnis wollten wir anfänglich die für die Be¬

stimmung der optischen Drehung verwendete weingeistige Lösung für die Gehalts¬

bestimmung verwenden. Es resultierten jedoch bei allen Mustern Werte, die kon¬

stant um ca. 1 % zu tief lagen. Die Erklärung liegt darin, dass die Pipetten

bezüglich der Auslaufgeschwindigkeit für wässrige Lösungen geeicht sind.

Ko It ho ff (34) weist auf Nachfluss- und Benetzungsfehler beim Abpipettieren

von Flüssigkeiten hin, welche eine wesentlich andere Oberflächenspannung und

Viskosität als Wasser aufweisen.

Indem wir bei der Verwendung der weingeistigen Lösung die Auslaufzeiten

von 5 sec. bis 40 sec. variierten, machten wir die Feststellung, dass bei Inne¬

haltung einer Auslaufzeit der Pipetten von 40 sec. brauchbare Werte erhalten

werden können.

In Anbetracht dieser Fehlerquellen ist es wohl zu empfehlen, von der Ver¬

wendung der zur optischen Drehung benützten Lösung für die Gehaltsbestimmung

abzusehen und die Substanz für jede Titration neu einzuwägen.
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9 10 II 9 10 II

ml 0,1 N-Solzsoure ml 0,1 N-Salzsaure

Abb. 2 Titrationskurve von Atropinbase

Einwaage: 1 Miliäquivalent, Potentialanstieg zwischen 8 ml und 11 ml 0,1 N-

Salzsäure. Indikator: Methylrot RS oder Taschiro-Indikator RS

3. Bestimmungen über das Tetraphenylborat:

Wir führten diese Bestimmungen mit Muster I. aus.

gl Gravimetrische Methode: Es handelt sich um die von Schultz und

Mayer (33) vorgeschlagene Methode, die wir modifizierten und zu folgender

Vorschrift gelangten:

"Ca. 0,05 g Atropinbase (genau gewogen) werden in einem Becherglas von

100 ml mit 10 Tropfen verdünnter Essigsäure RS in Lösung gebracht.
Dann werden 50 ml Wasser und 3 Tropfen Aluminiumchlorid RS zugesetzt
und die Mischung auf 70° erwärmt. Die heisse Lösung wird tropfenweise
mit 2,6 ml Kalignost RS unter ständigem Umrühren mit einem Glasstab

versetzt. Die Mischung wird 3 Stunden lang im Kühlschrank stehen gelas¬
sen. Der Niederschlag wird durch Pofzellanfiltertiegel A2 filtriert, mit

25 ml 0,2 %iger kalter Essigsäure in 4 - 5 Anteilen gewaschen und bei

80° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. "

p • f = Atropinbase

p = Gewicht des Niederschlages in g

f = Proportionalitätsfaktor = 0,4747
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Die Resultate waren die folgenden:

99,2 %; 99,8 %; 99,6 %; 99,6 %; 99,8 %; 99,4 % Mittelwert: 99,56 %

Diese Methode ist recht arbeitsreich und ergibt ziemlich streuende Werte.

ß Titrimetrische Methoden

1. Direkte Titration: Die Bestimmung erfolgte argentometrisch nach der

von Schultz und Goerner (9) angegebenen allgemeinen Vorschrift, die wir

für unseren speziellen Fall modifizierten.

"Ca. 0,1 g Atropinbase (genau gewogen) werden mit 12 Tropfen verdünnter

Essigsäure RS in Lösung gebracht, 50 ml Wasser und 3 Tropfen Alumi¬

niumchlorid RS zugefügt. Das Lösungsgemisch wird auf 70° erwärmt und

bei dieser Temperatur 5,2 ml Kalignost RS unter ständigem Umrühren

zugetropft. Das Fällungsgemisch wird 3 Stunden lang in den Kühlschrank

gestellt, dann abfiltriert und mit 30 ml 0,2 %iger eisgekühlter Essigsäure
unter Nachspülen des Fällungsgefässes gewaschen. Der Niederschlag wird

mit dem Filter in das Fällungsgefäss gebracht und in 15 ml Azeton gelöst.
Nach Zusatz von 5 ml 2 N-Essigsäure, 1 ml 0,1 N-Kaliumbromid und 2

Tropfen einer 1 %igen Eosin-Lösung wird mit 0,1 N-Silbernitrat bis zum

Farbumschlag nach Rot titriert. Von den verbrauchten ml 0,1 N-Silberni¬

trat ist die Anzahl ml abzuziehen, die durch das zugesetzte Kaliumbromid

verbraucht werden. Der Titer der 0,1 N-Kaliumbromid ist vorher zu be¬

stimmen".

1 ml 0,1 N-Silbernitrat entspricht 0,02894 g Atropinbase.

Die gefundenen Werte (94,8 %; 96,6 %; 94,8 %; 94,5 %; 95,9 %) sind bis

zu einem gewissen Grade konstant, liegen aber viel zu tief. Da die Fällung des

Atropintetraphenylborates gleich erfolgt wie bei der gravimetrischen Bestimmung,

und letztere bessere Resultate liefert, muss der Fehler in der titrimetrischen

Methode liegen. Der Umschlag des Indikators ist scharf. Der Verbrauch an Sil¬

bernitrat der erforderlichen Reagenzien (Azeton, Essigsäure, Kaliumbromid) wur¬

de in Blindversuchen ermittelt und in Abzug gebracht.

2. Indirekte Titration: Als zweite titrimetrische Methode wurde die von

Rüedorff und Zannier (35) vorgeschlagene indirekte Titration nach Volhard

ausgeführt. Dabei wurde analog der Vorschrift von Aklin (3) verfahren, welcher

Morphin und verschiedene Derivate mit Erfolg bestimmte.
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"Fällen und Waschen des Niederschlages erfolgte gleich wie bei der gra-
vimetrischen Bestimmung. Der Niederschlag wurde in 25 ml Azeton in

einem Erlenmeyerkolben mit Glasstopfen gelöst und der Lösung 5 ml

0,025 N-Silbernitrat zugesetzt. Man beobachtete sofort einen weissen

Niederschlag von Silbertetraphenylborat. Nach 1-2 Minuten wurden der

Mischung 15 ml dest. Wasser, 5 ml Aether, 4 ml Eisenammoniumalaun
RS zugefügt. Der Erlenmeyerkolben wurde sodann verschlossen und ener¬

gisch geschüttelt. Der Niederschlag des Silbersalzes reichert sich in der

Aetherphase an, die unterstehende Flüssigkeit ist zitronengelb und fast
klar. Das nicht verbrauchte Silbernitrat wurde mit 0,025 N-Ammonium-
rhodanid zurücktitriert. Gegen Ende der Titration muss man den Nieder¬

schlag ganz absetzen lassen, um zu verhindern, dass der Farbstoff von

den Teilchen des Niederschlages adsorbiert wird. Der Umschlag gegen
Gelborange zeigt den Endpunkt der Titration an.

"

Es wurden eine Reihe von Titrationen ausgeführt, der Umschlag war nie

mit genügender Deutlichkeit wahrnehmbar. Infolge Uebertitration resultierten

keine konstanten Werte, welche, da es sich um eine indirekte Methode handelt,

viel zu tief lagen. Die Methode ist wegen des sehr fraglichen Umschlagspunktes

von Zitronengelb nach Gelborange nicht geeignet.

4. Bestimmung über das Reineckat

d Gravimetrische Methode:

"Ca. 60 mg getrocknete Atropinbase (genau gewogen) werden in 20 ml

0,1 N-Salzsäure gelöst und mit 30 ml Wasser versetzt. Durch Zusatz

einer Mischung von 10 ml frisch bereitetem und filtriertem Ammonium-

reineckat RS + 40 ml Wasser wird das Alkaloid gefällt. Das Fällungsge¬
misch wird ca. 2 Stunden lang im Eisschrank belassen, der Niederschlag
hierauf durch Porzellanfiltertiegel A2 filtriert und mit 20 - 30 ml Eis¬

wasser in 4 Anteilen unter Nachspülen des Fällungsgefässes gewaschen.
Dann wird bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, welche in ca.

1 Stunde erreicht ist. "

Die mit dieser Vorschrift erhaltenen Resultate sind in Tabelle 1 festgehalten.

Bei der gravimetrischen Bestimmung ergaben sich konstante Werte, die aber

3 - 4 % zu tief liegen. Es zeigte sich, dass die Menge des verwendeten Wasch¬

wassers von Einfluss ist. Die Trocknungstemperatur von 100 ist in der Litera¬

tur (37) angegeben, vielleicht wäre aber auch im Falle der Reineckate eine Tem¬

peratur von 80° eher angezeigt.
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Tabelle 1 Resultate der gravimetrischen Bestimmung von Atropinbase mit Am-

moniumreineckat RS

Atropinbase
vorgelegt

mg

Atropinreinek-
kat gefunden

mg

Waschwasser

ml

Atropinbase
gefunden

mg

Gehalt

Alkaloidbase

%

62,2 125,0 30 59,4 95,5

61,4 123,8 30 58,8 95,8

61,8 125,3 20 59,6 96,4

60,1 121,8 20 57,8 96,3

97,0 199,0 20 94,6 97,5

91,1 184,0 20 87,5 96,0

ß Titrimetrische Methode: Die titrimetrische Auswertung der Methode be¬

steht darin, dass der Reineckat-Niederschlag durch Alkalien zersetzt und der

Rhodananteil argentometrisch durch indirekte Titration nach Volhard erfasst wird.

Vogt (11) gibt folgende Vorschrift an:

"6 mg Atropinsulfat werden in 2 ml 0,1 N-Salzsäure gelöst und 3 ml

Wasser zugefügt. Durch Zusatz von 1 ml frisch bereitetem filtriertem

Ammoniumreineckat RS + 4 ml Wasser wird das Alkaloid gefällt, nach

halbstündigem Stehen in Eis abgesaugt und mit 20 ml Eiswasser gewa¬

schen. Der Niederschlag wird mit 2,5 ml Azeton in einen Erlenmeyer-
kolben gebracht, Filter und Trichter mit 40 ml Wasser nachgespült, und

das Ganze nach Zusatz von 1 ml Fehling Ü-Reagens bei aufgesetztem
Trichter 10 Minuten lang auf dem Drahtnetz zum Sieden erhitzt. Nach

dem Abkühlen wird mit 20 ml verd. Salpetersäure RS angesäuert, mit

5 ml 0,1 N-Silbernitrat versetzt, und der Ueberschuss mit 0,1 N-Ammo-

niumrhodanid zurückgemessen. Als Indikator dient Eisenammoniumalaun

RS."

Wir legten 60 mg Atropinbase vor und wendeten die zehnfache Menge der

in obiger Vorschrift angegebenen Reagenzien an, da die Reineckate nur in stark

verdünnten Lösungen quantitativ ausfallen. Das Waschwasser hingegen schien mit

100 ml reichlich bemessen zu sein, ebenso wurden zum Nachspülen von Filter

und Trichter nur 100 ml Wasser verwendet. Das Fällungsgemisch wurde anstatt

nur V2 Stunde 2 Stunden lang im Kühlschrank belassen, um eine vollständige Fäl¬

lung sicherzustellen. Vorgelegt wurden 20,0 ml 0,1 N-Silbernitrat. Da 1 ml 0,1

N-Silbernitrat = 7,23 mg Atropinbase entspricht, verbrauchen 60 mg Atropinbase
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8,29 ml 0,1 N-Silbernitrat. Zur Rücktitration sind daher über 11 ml 0,1 N-Am-

moniumrhodanid notwendig. Die Menge des zugesetzten Eisenammoniumalaun be¬

trug 10 ml, die zu titrierende Flüssigkeit betrug über 300 ml.

Die mit dieser modifizierten Vorschrift erhaltenen Resultate sind aus Ta¬

belle 2 ersichtlich.

Tabelle 2 Resultate der indirekten Titration von Atropinreineckat nach Volhard

Atropinbase
vorgelegt

mg

Atropinbase
gefunden

mg

0,1 N-AgN03

ml

Waschwasser

ml

Gehalt

Atropinbase
%

60,2 54,9 7,6 100 91,3

61,5 56,4 7,8 100 91,5

65,3 60,7 8,4 50 93,0

63,2 59,3 8,2 50 93,8

61,4 57,8 8,0 30 94,2

65,8 62,2 8,6 30 94,5

Die Werte liegen viel zu tief. Da bei Verwendung von weniger Waschwasser

höhere Werte erhalten wurden, folgt, dass der Reineckat-Niederschlag doch etwas

wasserlöslich ist. Die Menge des Waschwassers muss so gering als möglich ge¬

halten werden.

Ferner ist der Umschlagspunkt infolge Adsorption des Indikators an den

Niederschlag nicht sehr scharf, so dass leicht übertitriert wird. Da es sich um

eine indirekte Titration handelt, erhält man dann zu tiefe Werte.

In der Literatur sind Minusfehler bis zu 4 % angegeben (36).

5. Titration mit Perchlorsäure in Eisessig: Für die potentiometrischen

Kontrollbestimmungen lösten wir 0,2894 g (= 1 Millimol) getrocknete Atropinbase

in 50 ml wasserfreiem Eisessig, fügten 3 ml Essigsäureanhydrid und 3 Tropfen

Kristallviolett RS zu und titrierten mit 0,1 N-Perchlorsäure in Eisessig. Zuerst

ermittelten wir den Umschlagspunkt, indem wir die Farbe des Indikators beim

grössten Potentialsprung beobachteten. Der Farbumschlag erfolgt von Reinblau

nach Grünstichigblau. Aus Abb. 3 ist die Titrationskurve, sowie die Farbänderung
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des Indikators im Bereiche des Umschlagspunktes nach Zusatz jeweils gleicher

Volumenteile der Titrierflüssigkeit ersichtlich.

Für die visuelle Titration lösten wir ca. 0,3 g getrocknete Atropinbase

(genau gewogen) in 50 ml wasserfreiem Eisessig und titrierten unter Verwendung

von 3 Tropfen Kristallviolett RS mit 0,1 N-Perchlorsäure in Eisessig bis zum

ersten Farbumschlag nach Grünstichigblau.

1 ml 0,1 N-Perchlorsäure entspricht 28,94 mg C17H2„0„N

Es ergaben sich folgende Resultate:

Handelsmuster Titrati Dn mit 0,1 N-Perchlorsäure

visuell potentiometrisch

I 100,02 % 99,91 % 99,80 % 99,97 %

n 99,45 % 99,59 % 99,68 % 99,52 %

m 99,93 % 99,70 % 99,67 % 99,94 %

IV 99,29 % 99,12 % 99,43 % 99,08 %

V 98,54 % 98,71 % 98,61 % 98,78 %

s**^^

I

500-

gelb

grün

grünblau

blau

violettblau

violett

8 10 12ml

O.IN-Perchlorsaure

Abb. 3 Titrationskurve von Atropinbase

Einwaage: 1 Milliäquivalent, Potentialanstieg zwischen 8 ml und 12 ml 0,1 N-

Perchlorwäure. Indikator: Kristallviolett RS.



6. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: Mit ca. 0,3 g getrockneter Atro-

pinbase (genau gewogen) wurde der StickstoffgehaZt nach der im allgemeinen Teil

beschriebenen Methode bestimmt. Nach dem Klar- und Farbloswerden des Reak¬

tionsgemisches wurde noch ca. 30 Minuten zum Sieden erhitzt.

Wir ermittelten folgende Resultate:

Handelmuster Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl

I 99,15 % 99,32 %

n 99,08 % 99,21 %

in 99,10 % 99,28 %

IV 98,75 % 98,82 %

V 98,45 % 98,23 %

Zur Gehaltsbestimmung von Atropinbase möchten wir die alkalimetrische

Titration vorschlagen. Diese Bestimmungsmethode liefert sehr gute Werte und

erfordert wenig Aufwand an Zeit.

Vorschläge zur Dosierung

Maximaldosen und Gebrauchsdosen bringen wir analog Atropinsulfat (s.

Seite 84) in Vorschlag.
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Atropinum basicum

Syn. : dl-Hyoscyaminum basicum

Atropin Atropine Atropina

CH2 CH CH2 O

N-CH, CH - O - C - CH—fj3

CH2 CH CH2 CH2OH

C17H23°3N Mol.-Gew. 289,4

dl-Tropasäure-tropinester mit einem Gehalt von mindestens 99,2

(99,2-100,2) % C17H230gN

Prüfung

Stammlösung S I: 0, 3 g Substanz werden mit 9 ml siedend heissem Was¬

ser in einem Reagenzglas mit Glasstopfen während einer Minute kräftig gestüttelt.
Das nach dem Erkalten erhaltene Filtrat dient als S I für die Prüfungen 5, 10,
11 und 12.

Stammigsung S II: Ca. 2 g getrocknete Substanz (genau gewogen) werden

in 10 ml Aethanol 94~% gelöst. Diese Lösung muss klar und farblos sein und

dient nach dem Verdünnen mit Aethanol 94 % auf 20 ml in einem Messkolben

als S II für die Prüfungen 4 und 14.

1. Sinnenprüfung: Farblose, meist nadeiförmige Kristalle oder weisses,
kristallines Pulver ohne wahrnehmbaren Geruch.

2. Nachweis der Atropinbase: a) Versetzt man etwas Substanz in einem

Porzellanschälchen mit 5 Tropfen konzentrierter Salpetersäure RS und verdampft
auf dem Wasserbad zur Trockne, so bleibt ein Rückstand, der nach dem Erkal¬

ten auf Zusatz von 5 Tropfen weingeistiger Kalilauge eine violette Färbung zeigt.

b) 25 mg werden in der Mischung von 3 Tropfen verdünnter Essigsäure RS und

5 ml Wasser gelöst. Dann werden tropfenweise 2 ml Pikrinsäure RS zugesetzt.
Der entstandene ölige Niederschlag wird durch leichtes Erwärmen wieder in Lö¬

sung gebracht. Das nach dem Erkalten auskristallisierte Pikrat wird abgenutscht,
mit 5 ml Wasser gewaschen und bei 103 - 105° getrocknet. Der Schmelzbereich

muss zwischen 175,5 und 177,5 (korr.) liegen.

3. Schmelzbereich: 114,6 - 116,2 (korr).
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4. Optische Drehung: Höchstens +0,1 oder höchstens - 0,1 ,
bestimmt

mit einer 10 %igen Lösung in Aethanol 94 % im 2 dm-Rohr.

5. Reaktion: pH von S I = 10, 50 - 10,90, bestimmt mit pH-Vergleichs¬
lösungen.

6. Schwefelsäureprobe: 20 mg in 2 ml konzentrierter Schwefelsäure RS

müssen noch nach 30 Minuten klar und farblos sein; beim nachfolgenden Erwär¬

men im siedenden Wasserbad tritt eine dotterblumengelbe Färbung auf.

7. Morphin, Bruzin: 20 mg gelöst in 1 ml konzentrierter Salpetersäure
RS müssen farblos sein.

8. Apoatropin, Belladonin: 25 mg werden mit Hilfe von 2 Tropfen verdünn¬

ter Salzsäure RS in 1 ml Wasser gelöst. Wird diese Lösung mit 6 Tropfen ver¬

dünntem Ammoniak RS versetzt, so muss sich die Lösung trüben; auf nachträg¬
lichen Zusatz von 2 ml Wasser muss die Trübung wieder verschwinden.

9. Apoatropin: 50 mg werden in 5 ml 0, 2 N-Salzsäure gelöst und diese

Lösung mit 0,25 ml 0,1 N-Kaliumpermanganat versetzt. Die Violettfärbung darf

innerhalb 5 Minuten nicht völlig verschwunden sein.

10. Chlorid: 2 ml S I müssen den Anforderungen der Grenzreaktion a n

entsprechen.

11. Sulfat: 2 ml S I müssen den Anforderungen der Grenzreaktion a II

entsprechen.

12. Schwermetalle: 2 ml S I müssen den Anforderungen der Grenzreaktion

a n entsprechen.

13. Feuchtigkeitsgehalt: Höchstens 0,2 %, bestimmt mit 1 g durch Trock¬

nen bei 103 - 105° während 2 Stunden.

14. Verbrennungsrückstand: Unwägbar, bestimmt mit 5 ml S II nach dem

Verdampfen des Lösungsmittels.

15. Papierchromatographie: Chromatographierpapier Whatman 1 wird in

Streifen von 8 cm Breite und 46 cm Länge geschnitten, so dass die Längsseite
quer zur Faserrichtung verläuft. Der Papierstreifen wird auf pH 6,6 gepuffert
durch Eintauchen in eine Mischung von 72,2 ml einer 0,1 m primären Kalium¬

phosphatlösung und 27,8 ml einer 0,05 m Boraxlösung. Hierauf wird das Papier
zur Entfernung des überschüssigen Imprägnierungsmittels zwischen Filtrierpapier
leicht abgepresst und 14 Stunden lang bei Zimmertemperatur zum Trocknen auf¬

gehängt.
Die Wände des zur absteigenden Papierchromatographie bestimmten Glasge-

fässes werden mit nassem Filtrierpapier ausgekleidet, welches in das den Boden

1-2 cm hoch bedeckende Wasser eintauchen soll. In die am Boden des Glasge-
fässes befindliche Kristallisierschale wird eine Mischung von 100 ml Isobutanol
und 100 ml Toluol gebracht. Die so vorbereitete Wanne wird zur Sättigung des

Innenraumes mindestens 48 Stunden lang bedeckt stehen gelassen.
In einen Scheidetrichter von 500 ml Inhalt werden 100 ml Isobutanol, 100ml
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Toluol und 100 ml Wasser gebracht. Das Gemisch wird zur Sättigung der orga¬
nischen Phase mit Wasser wiederholt kräftig geschüttelt.

Auf der Startlinie des vorbehandelten Papiers, welche einen Abstand von

ca. 8 cm vom oberen Rand aufweisen soll, werden ca. 3 cm von den seitlichen

Rändern entfernt 2 Punkte, a und b, markiert, deren Abstand voneinander ca.

3 cm betragen soll.

0,05 g Substanz werden in 2 ml Chloroform gelöst. 0,02 ml dieser Lösung
(entsprechend 500 ug) werden mittels einer Pipette streifenförmig, möglichst

gleichmässig zwischen den Punkten a und b aufgetragen.
Der Papierstreifen wird hierauf in das Glasgefäss gehängt und mindestens

8 Stunden lang klimatisiert. Nach dieser Vorhängezeit wird das mit Wasser ge¬

sättigte Isobutanol-Toluol-Gemisch, welches die mobile Phase darstellt, aus dem

Scheidetrichter in die Küvette gegossen, so dass die Schichthöhe ca. 15 mm

betragt.
Es wird absteigend chromatographiert, bis die Frontlinie der mobilen Phase

ca. 30 cm über die Startlinie hinaus vorgedrungen ist. Hierauf wird der Papier¬
streifen sorgfältig herausgenommen, mit Bleistift die Frontlinie eingezeichnet und

ca. 5 Minuten bei Zimmertemperatur getrocknet.
Der noch halbfeuchte Papierstreifen wird nun mittels eines Zerstäubers mit

ca. 4 ml Dragendorff-Reagens für Papierchromatographie gleichmässig besprüht.
Das Chromatogramm darf nur einen Farbfleck vom Rf-Wert 0,17 - 0,23

aufweisen. Weitere Farbflecken von kleineren Rf-Werten (Tropin) und grösseren
Rf-Werten (Scopolamin, Apoatropin) müssen fehlen.

16. Gehalt : Ca. 0,3 g getrocknete Substanz (genau gewogen) werden in

10 ml Aethanol 70 % gelöst und unter Verwendung von 3 Tropfen Taschiro-Indika-

tor RS mit 0,1 N-Salzsaure bis zum Farbumschlag von Grün nach Rotviolett ti¬

triert.

1 ml 0,1 N-Salzsäure entspricht 28,94 mg C17H230„N

Aufbewahrung: In gut verschlossenem Behälter, vor Licht geschützt.

Antimikrobielle Behandlung: Oelige Lösungen werden nach dem Aseptischen
Verfahren bereitet unter Verwendung von sterilem Oel.

Maximaldosen:

Dosis maxima simplex 0,001 g

Dosis maxima pro die 0,003 g

Venenum

Gebrauchsdosen (Vorschlag): Einzeldosis 0,0003 g

Tagesdosis 0,0012 g

Löslichkeit: 1 T. löst sich in 600 T. Wasser, 3 T. Aethanol 94 %, 30 T.

Glyzerin, 25 T. Aether, 2 T. Chloroform; wenig löslich in fetten Oelen; die

Löslichkeit in Paraffinöl kann erhöht werden, wenn die zu lösende Base mit der

25-fachen Menge Oelsäure angerieben wird.

Veränderlichkeit: Einfluss von Feuchtigkeit bewirkt allmähliche Verseifung
in Tropin und Tropasäure.

Inkompatibilitäten: Alkalien und andere alkalisch reagierende Stoffe (Versei¬

fung), Jod, Gerbsäure und gerbstoffhaltige Zubereitungen (Fällung).
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3.3.2. Atropinium sulfuricum

Syn. : Atropini sulfas.

CHri -CH- -CH„

HNW-CH„ CH - O

CH„ -CH- -CH„

<C17H23°3N)2
'

H2S04
'

H2°

Atropinum sulfuricum

Atropini sulfas

Sulfate D'Atropine

Atropine Sulphate

Atropine Sulfate

Sulfas Atropini

CH-TS

CH2OH

>0
SO, H20

->2

Mol. -Gew. : 695

Ph.Helv.V, Ausg. 1953 p. 172

Ph.Belg.IV, p. 102, DAB 6, p. 81

Ph. Dan. K, Vol. n, p. 137, Svenska F.,
XI, p. 104, Ph. Int. Vol. I, p. 44

Codex Gall. 7, p. 79

Brit. Ph. 1958, p. 64

USP XV, p. 72

Nederl.Ph.V, Neudruck 1951, p. 472

Für die Darstellung, die möglichen Verunreinigungen (wobei Sulfat als

Säurekomponente anwesend sein darf), die Identitäts- und Reinheitsprüfungen

gelten die für Atropinum basicum gemachten Angaben sinngemäss. Es werden

nur die abweichenden Daten beschrieben.

Darstellung

Die Darstellung erfolgt nach Chemnitius (38) durch Neutralisation einer

Lösung der aus Aether umkristallisierten Base in absolutem Alkohol mit 50%iger
alkoholischer Schwefelsäure, wobei die Kristallisation des Salzes durch vorsich¬

tige Zugabe von Aether einsetzt.

Atropinsulfat kann auch erhalten werden durch tropfenweises Versetzen ei¬

ner Lösung der Base in Aether mit der stöchiometrischen Menge Schwefelsäure

in absolutem Alkohol, und Umkristallisation des abgeschiedenen Alkaloidsalzes

durch Lösen in heissem absolutem Alkohol und Versetzen der Lösung mit Aze¬

ton bis zur beginnenden Trübung.
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Sämtliche Muster bestanden aus weissem, kristallinem Pulver von mehr

oder weniger körniger Beschaffenheit und waren geruchlos. Von einer Geschmacks¬

probe haben wir in Anbetracht der starken Wirksamkeit der Substanz Abstand ge¬

nommen. Die Mehrzahl der Monographien fordert ein weisses, kristallines, ge¬

ruchloses Pulver oder farblose Kristalle. Nach Ph. Helv.V und Ph.Dan. K kann

das Pulver auch körnig sein. Die Formulierung der Ph. Helv. V wird der Beschaf¬

fenheit der geprüften Handelsmuster sehr gut gerecht, weshalb sie beibehalten

werden kann.

Identitätsprüfungen

Stammlösung: Für die meisten Identitäts- und Reinheitsprüfungen verwen¬

deten wir eine 10% ige Lösung (Herstellung vgl. unter Reinheitsprüfungen S. 77),

welche ca. 0,14 m ist.

Nachweis der Atropinbase: Neben der auf Atropin unspezifischen Farbreak¬

tion nach Vitali lassen die meisten Monographien die Base isolieren und deren

Schmelzbereich bestimmen. Nederl. Ph. V identifiziert die Base auf Grund der

Kristallform des PerJodides, während USP XV das Aureat herstellen und das

Infrarot-Spektrum bestimmen lässt.

Als Identitätsprüfungen empfehlen wir die Farbreaktion nach Vitali und die

Isolierung der Base in der Formulierung der Ph. Helv. V, sowie die Herstellung

des Pikrates nach der im Artikel-Vorschlag (s.S. 86) angegebenen Vorschrift.

Für die aus Atropinsulfat freigesetzte Base finden sich in den Monographien

folgende Schmelzintervalle:

Ph. Helv.V 113,5 - 115° (unkorr.)
Codex Gall. 7 115°

DAB 6 115,5°
Ph. Dan. DC 114 - 1180 (korr.)
Svenska F. XI 112 - 116°

Unsere Muster zeigten folgende Werte:
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unkorr. Wert korr. Wert

113,5 - 114,6° 114,6 - 115,8°

113,5 - 115,0° 114,6 - 116,2°

113,7 - 114,7° 114,9 - 115,9°

113,5 - 114,8° 114,6 - 116,0°

Handelsmuster Schmelzbereich der Base

I

n

m

IV

Die geprüften Muster entsprachen dem von Ph. Helv, V geforderten Schmelz¬

bereich von 113,5 - 115° (unkorr.) bzw. 114,6 - 116,2° (korr.)

Papierchromatographische Prüfung:

Die Prüfung wird in der im Artikel Atropinum basicum beschriebenen Weise

mit 0,02 ml einer Mischung von 0,5 ml Stammlösung + 1,5 ml Aethanol 94 %

(entsprechend 500 ug Atropinsulfat) vorgenommen. In keinem der geprüften Han¬

delsmuster konnten Nebenalkaloide nachgewiesen werden.

Nachweis des Säureanteiles: Die Stammlösung ergibt die Identitätsreaktion

auf Sulfat.

Reinheitsprüfungen

a) Physikalische und physikalisch-chemische Prüfungen

Schmelzbereich: Die Forderungen der Monographien für den Schmelzbereich

von Atropinsulfat weisen erhebliche Schwankungen auf:

USP XV nicht unter 188°, Substanz 3 h bei 120° ge¬

trocknet, (korr.)
Brit.Ph.1958 191 - 196°, Substanz 15 Min. bei 135° ge¬

trocknet, (korr.)
Ph.Int. Vol.I 191 - 195°, Substanz 4 h bei 110° getrocknet

(korr. )
Ph.Dan.IX 193 - 198°, Substanz bei 120° getrocknet, (korr. )
Svenska F. XI ca. 185°, wasserfreie Substanz

Nederl.Ph. V. 187 - 192°, getrocknete Substanz

Ph.Belg.IV ca. 180°

Codex Gall. 7 184°, getrocknete Substanz
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Wir nahmen die Bestimmung mit der bei 120° bis zur Gewichtskonstanz ge¬

trockneten Substanz vor und erhielten folgende Werte:

Handelsmuster Schmelzbereich

unkorr. Wert korr. Wert

I 186,2 - 188,2° 190,7 - 192,8°
n 185,5 - 186,9° 190,0 - 191,4°
m 184,6 - 186,7° 189,0 - 191,2°
IV 187,3 - 189,0° 191,9 - 193,6°

Nach Merck (39) soll der Schmelzbereich durch rasches Erhitzen herauf¬

getrieben werden. Wir hielten uns beim Aufheizen an die Allgemeinen Bestimmun¬

gen der Ph. Helv. V, d, h. Temperatursteigerung um 2 pro Minute ab 10° unter¬

halb des Schmelzbereiches.

Wie die Mehrzahl der Monographien empfehlen wir, neben dem Schmelzbe¬

reich der freigesetzten Base noch denjenigen des Atropinsulfats zu bestimmen,

da letzterer auch als Identitätsnachweis zur schnellen Unterscheidung von anderen

Tropasäure-Alkaloiden herangezogen werden kann. Auf Grund der erhaltenen Wer¬

te möchten wir ein korr. Intervall von 189 - 194 vorschlagen.

Löslichkeit, Prüfung auf unlösliche und färbende Verunreinigungen: Von den

Monographien wird für 2 %ige bzw. 5 %ige wässrige Lösungen Klarheit und Farb-

losigkeit verlangt. Wir nahmen die Prüfung in der 10 %igen (ca. 0,14 m) Stamm¬

lösung vor. Diese erhielten wir durch Lösen von ca. 2 g getrockneter Substanz

(genau gewogen) in 3 ml frisch ausgekochtem und wieder erkaltetem Wasser

(Vergleich mit den Farbvergleichslösungen der Ph. Helv. V, Suppl. IH) und Verdün¬

nen dieser Lösung in einem Messkölbchen von 20 ml mit frisch ausgekochtem

und wieder erkaltetem Wasser bis zur Marke. Es wird eine Stammlösung von

genauer Konzentration hergestellt, weil diese in der Folge auch zur Bestimmung

des Verbrennungsrückstandes dient. Sämtliche Muster lösten sich in 3 ml Wasser

völlig klar. Die Lösungen von Muster I - in waren farblos, während diejenige

von Muster IV wie Farbvergleichslösung BGfi gefärbt war. Da dieses Muster al¬

len anderen Forderungen entsprach, ist u.E. eine geringe Färbung der sehr kon¬

zentrierten Lösung zu gestatten.
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Reaktion der Stammlösung: Der pH-Wert einer wässrigen Lösung wird von

den Monographien wie folgt limitiert:

Brit. Ph. 1958 0,2 g Substanz gelöst in 10 ml Wasser dürfen

bei Titration mit 0,02 N-Natronlauge oder

0,02 N-Salzsäure gegen Methylrot maximal

0,1 ml verbrauchen.

Ph. M. Vol. I lg Substanz in 20 ml Wasser darf gegen

USP XV 1 Tropfen Methylrot maximal 0,3 ml 0,02 N-

Natronlauge verbrauchen.

Ph.Dan. K Wässrige Lösung schwach sauer, pH = 5,0

Svenska F. XI 5 %ige Lösung neutrale Reaktion

Nederl. Ph. V

DAB 6 Wässrige Lösung neutral gegen Lakmus.

Codex Gall. 7

Ph.Belg.IV

Die Forderung der Ph. Helv. V lautet:

"Je 1 ml einer Mischung von 1 ml Stammlösung + 1 ml frisch ausge¬

kochtes und wieder erkaltetes Wasser muss durch 1 Tropfen Bromthy-
molblau gelb oder grünlichgelb, aber nicht grün, durch 1 Tropfen Me¬

thylrot gelb, orange oder rot, aber nicht stärker rot gefärbt werden

als 1 ml einer Mischung von 3 ml Natriumazetat + 3 ml verdünnte

Essigsäure R + Wasser zu 20 ml. "

Die Stammlösungen der untersuchten Muster wiesen folgende pH-Werte auf:

Handelsmuster pH-Wert pH-Wert

potentiometrisen Farbtabelle Ph. Helv. V, Suppl. m

I 4,22 4,20

H 4,28 4,20

m 6,02 6,00

IV 4,36 4,20

Wir schlagen vor, die Begrenzung des pH-Wertes mit 4,0 und 6,2 festzu¬

legen.

Optische Drehung: Da das Fehlen einer optischen Drehung als bestes Kri¬

terium für die Abwesenheit von Hyoscyamin gilt, nahmen wir diese wichtige Prü¬

fung analog Brit. Ph. 1958, Ph. Int. Vol. I und Nederl. Ph.V in der 10 %igen Stamm¬

lösung vor. Die übrigen Monographien, wie auch Ph. Helv. V, prüfen in der 5 %-

igen, Ph.Dan.K in der 2 %igen Lösung. Wir führten die Bestimmung mit dem
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Polarimeter nach Zeiss, sowie mit dem Polarimeter nach Kern aus und konnten

bei keinem Muster einen Drehungswinkel feststellen. Die Formulierung der For¬

derung erfolgt wie bei der Base.

b) Chemische Reinheitsprüfungen

Abwesenheit von fremden Alkaloiden: In sämtlichen Monographien finden

wir Reinheitsprüfungen auf fremde Alkaloide (Apoatropin, Belladonin). Die Prü¬

fungen beruhen darauf, dass die aus einer konzentrierten Lösung auf Zusatz von

Ammoniak oder Natronlauge ausgefällte Atropinbase beim nachfolgenden Verdün¬

nen mit Wasser oder überschüssigem Ammoniak wieder in Lösung geht, während

ev. vorhandenes Apoatropin oder Belladonin ungelöst bleiben würde. USP XV

prüft ausserdem noch mit Platinchlorid, wobei keine Fällung entstehen darf, und

Brit. Ph. 1958 lässt wie bei der Base mit Kaliumpermanganat auf Apoatropin prü¬

fen. Wir nahmen die Prüfung nach der Vorschrift der Ph. Helv. V mit verdünntem

Ammoniak RS vor und erhielten bei allen Mustern negativen Ausfall. Auch mit

der im Artikel Atropinum basicum beschriebenen Kaliumpermanganatprobe konn¬

ten wir bei keinem Muster Apoatropin nachweisen.

Prüfung auf konzentrierte Schwefelsäure färbende Stoffe: Ausser Brit. Ph.

1958 und Ph. Int. Vol. I führen alle Monographien eine solche Prüfung durch. Die

Forderungen lauten auf Farblosigkeit der Lösung, nur USP XV und Ph.Dan.K

lassen eine Grenzprüfung vornehmen.

Wir lösten 20 mg Substanz in 2 ml konzentrierter Schwefelsäure RS. Nach

30 Minuten waren die Lösungen sämtlicher Muster noch klar und farblos, beim

Erwärmen im siedenden Wasserbad färbten sie sich dotterblumengelb. Die For¬

derung für den Pharmakopöetext wird entsprechend aufgestellt.

Prüfung auf konzentrierte Salpetersäure färbende Stoffe: üi mehreren Mo¬

nographien wird diese Prüfung mit derjenigen auf konzentrierte Schwefelsäure

färbende Stoffe kombiniert. Die Lösung der Substanz in konzentrierter Schwefel¬

säure soll auf Zusatz von konzentrierter Salpetersäure entweder farblos bleiben

(Nederl. Ph. V, Ph.Belg. IV) oder darf höchstens schwach gelb gefärbt werden

(DAB 6, Codex Gall. 7). Nach Ph.Helv. V, welche mit konzentrierter Salpeter¬

säure auf Morphin und Bruzin prüft, sollen sich 20 mg Substanz in 1 ml konzen-
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trierter Salpetersäure farblos lösen, welcher Forderung die geprüften Muster

entsprachen. Wir empfehlen, diese Prüfung in der Formulierung der Ph. Helv. V

aufzunehmen.

Abwesenheit von Schwermetallen: Mit 2 ml Stammlösung vorgenommen, ent¬

sprachen sämtliche Muster den Anforderungen der Grenzreaktion a II. Da diese

Prüfung von keiner Monographie vorgeschrieben wird, kann für Pharmakopöe-

zwecke davon abgesehen werden.

Abwesenheit von Chlorid: Eine Prüfung auf Chlorid wird vorgenommen von

Ph. Helv. V, welche Abwesenheit verlangt, und von Ph. Dan. IX, welche mittels

einer Grenzprüfung prüfen lässt. Wir führten die für die Ph. Helv. VI vorgesehene

Grenzprüfung auf Chlorid mit 1 ml Stammlösung aus. Da bei keinem Muster stär¬

kere Opaleszenz auftrat als bei Grenzprüfung a II kann die Forderung entsprechend

formuliert werden.

Quantitative Bestimmungen

a) Kristallwasser- und Feuchtigkeitsgehalt

In den Literaturangaben finden sich folgende Forderungen für den Kristall¬

wasser- und Feuchtigkeitsgehalt:

Literaturangabe Methode

Trocknen bei 103 - 105°

Gehaltsforderung

Ph. Helv. V 1 % - 3 %

Brit. Ph. 1958

Ph. Int. Vol. I

Trocknen bei 110°
während 4 Stunden

maximal 4 %

Codex Gall. 7 Trocknen bei 100° maximal 4 %

Nederl. Ph. V Trocknen, keine Angabe
der Temperatur

maximal 3 %

Ph. Dan. DC Trocknen bei 120° 2,5 - 4 %

Svenska F. XI Trocknen bei 130 - 140°
während 1 Stunde

3,5 %

USP XV Trocknen bei 120° während

3 Stunden oder nach Karl

Fischer

maximal 4 %
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Wir nahmen die Bestimmung vor durch Trocknen im Trockenschrank bei

120 während 3 Stunden (Einwaage ca. 2 g), sowie durch Titration nach Karl

Fischer (Einwaage ca. 0,5 g) und ermittelten mit unseren Mustern folgende Wer¬

te:

Handelsmuster Kristallwasser iund Feuchtigkeitsgehalt

Trockenschrank 12C) K. Fischer-Titration

I 3,70 % 3,82 %

n 2,98 % 3,07 %

in 3,86 %

IV 3,91 % 3,87 %

Die mit den beiden Methoden erhaltenen Werte stimmen gut überein. Bei

sämtlichen Mustern liegt der Wassergehalt über dem theoretischen Wert, wel¬

cher für das Monohydrat 2,6 % beträgt. Da das Kristallwasser durch Trocknen

bei 120 während 3 Stunden hinreichend entfernt werden kann, möchten wir diese

Bestimmungsart als die für Pharmakopöezwecke einfachere Methode vorschlagen.

In Anlehnung an unsere Werte und an die Forderung der Ph. Dan. IX soll ein Min¬

destgehalt von 2, 5 % und ein Höchstgehalt von 4 % festgesetzt werden.

b) Verbrennungsrückstand

Die Forderungen der Monographien für den Verbrennungsrückstand von

Atropinsulfat schwanken zwischen 0,1 % und 0, 5 %. Wir führten die Bestimmung

mit 5 ml Stammlösung (entsprechend 0, 5 g Substanz) nach Verdampfen des Lö¬

sungsmittels aus. Unser diesbezüglich schlechtestes Muster (IV) hinterliess ei¬

nen Rückstand von 0,4 mg. Somit können wir fordern, dass der Verbrennungs¬

rückstand von 0, 5 g Substanz unwägbar sein, bzw. nicht mehr als 0,1 % betra¬

gen soll.

c) Gehaltsbestimmungen

Die Mehrzahl der Monographien verzichtet auf eine Gehaltsbestimmung.

Ph. Helv. V und Nederl. Ph. V titrieren die Sulfatkomponente gegen Phenolphthalein,

während Brit. Ph. 1958 und Ph.Dan. IX die Base isolieren und durch indirekte Ti¬

tration gegen Methylrot bestimmen. Die Forderungen, bezogen auf die wasser-
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freie Substanz, lauten auf mindestens 99,3 % (Ph.Helv.V), 98 % (Brit. Ph. 1958)

und auf 98,0 - 100,4 % (Ph.Dan.K).

Wir haben folgende Methoden untersucht:

1. Titration des Säureanteiles: Nach der vom Kommentar zur Ph. Helv. V

empfohlenen Vorschrift lösten wir ca. 0,35 g ungetrocknete Substanz (genau ge¬

wogen) in einem gegen Phenolphthalein RS neutralisierten Gemisch von 10 ml

Aethanol 94 % + 5 ml Chloroform und titrierten unter Verwendung von 2 Tropfen

Phenolphthalein RS unter kräftigem Umschwenken mit 0,1 N-Natronlauge bis zur

Rosafärbung.

1 ml 0,1 N-Natronlauge entspricht 34,75 mg (C17H2303N)2 •

H2S04 • HgO

Unsere Muster ergaben folgende Resultate:

Handelsmuster Titration des Säureanteiles:

I 100,27 % 100,09 % 99,96 %

n 100,07 % 100,10 % 100,02 %

m 99,52 % 99,57 % 99,69 %

IV 100,12 % 100,31 % 100,16 %

Die Methode liefert etwas hohe, jedoch gut übereinstimmende Werte. Da

damit nur der therapeutisch nebensächliche Sulfat-Anteil erfasst wird, kann diese

Bestimmungsart zur Gehaltsbestimmung von Atropinsulfat nicht völlig befriedigen.

2. Ausschüttelung und direkte alkalimetrische Bestimmung: In Anlehnung

an die für die Ph. Helv. VI vorgesehene Bestimmung von Alkaloidsalzen legten wir

folgende Vorschrift zugrunde:

"Ca. 0,35 g ungetrocknetes Atropinsulfat (genau gewogen) werden in ei¬

nem Scheidetrichter von 100 ml Inhalt in 10 ml Wasser gelöst. Nach Zu¬

fügen von 5 ml verdünntem Ammoniak RS wird mit 25 ml eines Gemi¬

sches von 3 Vol.T Chloroform + 1 Vol.T. Isopropanol ausgeschüttelt.
Nach Trennung der beiden Phasen wird die untere durch ein mit Chloro¬

form befeuchtetes glattes Filter von 8 cm Durchmesser in einen Erlen-

meyerkolben von 250 ml Inhalt abgelassen. Die Ausschüttelung wird noch

2 mal mit je 25 ml und 1 mal mit 10 ml des obigen Gemisches wieder¬

holt, die durch das gleiche Filter filtrierten Auszüge im gleichen Erlen-

meyerkolben gesammelt und durch Destillation auf dem Wasserbad vom

Lösungsmittel befreit. Der Rückstand wird in 5 ml Aethanol 94 % auf¬

genommen und letzterer anschliessend auf dem Wasserbad völlig verdampft.
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Nach Lösen des Rückstandes in 10 ml säurefreiem Aethanol 70 % wird

unter Verwendung von 3 Tropfen Taschiro-Indikator RS bis zum Farbum¬

schlag nach Rotviolett titriert. "

1 ml 0,1 N-Salzsäure entspricht 34,75 mg (C17H2303N)2 • H2S04 • HgO

Es wurden folgende Werte erhalten:

Handelsmuster Titration des Basen-Anteiles

I 97,10 % 96,86 % 97,24 %

n 97,05 % 96,64 %

m 96,97 % 96,90 %

IV 96,75 % 96,96 %

Diese Methode lieferte mit den einzelnen Mustern übereinstimmende, aber

durchwegs zu tiefe Resultate, woraus zu schliessen ist, dass die Ausschüttelung

nicht ganz quantitativ verläuft. Das von uns verwendete Lösungsmittelgemisch

(3 Vol.T. Chloroform + 1 Vol.T. Isopropanol) wird auch von Ph.Dan. K zum

Ausschütteln der Base vorgeschrieben.

3. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: Der Stickstoffgehali wurde nach

der im allgemeinen Teil angegebenen Vorschrift mit 0,25 g ungetrockneter Sub¬

stanz (genau gewogen) ermittelt. Nach dem Klar- und Farbloswerden des Reak¬

tionsgemisches wurde noch ca. 30 Minuten zum Sieden erhitzt.

Unsere Muster zeigten folgende Resultate:

Handelsmuster Stickstoff-Bestimmung nach Kjeldahl

I 98,86 % 98,74 %

H 99,25 % 99,42 %

HI 98,90 % 98,81 %

IV 98,68 % 98,53 %

Da mit der Kjeldahl-Methode der Basenanteil bestimmt wird und sich zuver¬

lässige Werte ergaben, möchten wir sie zur Gehaltsbestimmung von Atropinsul-

fat vorschlagen. Eine Gehaltsforderung von 98,0 - 101,0 % scheint uns angemes¬

sen.
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Sterilisation von Lösungen

Nach Ph. Dan. K können Lösungen mit einem Zusatz von 1 % 0,1 N-Salz

säure im Autoklav sterilisiert werden.

Vorschläge zur Dosierung

Die Maximaldosen wurden von Ph. Helv. V übernommen, Gebrauchsdosen

finden sich in USP XV.
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Untersuchung von Handelsmustern

Sinnenprüfung

Farbe rem weiss

Geruch -

Identität sprufung

Vitali-Reaktion +

Schmelzbereich der Base

(korr. )
114,6 - 115,8°

Schmelzbereich des Pikrats

(korr. )
175,8 - 177,2°

Papierchromatographische
Prüfung

=

Reinheitsprufungen

Schmelzbe reich (korr.J 190,7 - 192,8°

2,0 g gelost in 3 ml Wasser klar und farblos

pH der Stammlosung
potentiometrisch
Farbtabelle

4,22
4,20

Drehungswinkel -

Papierchromatographische

Prüfung
-

konz. Schwefelsaure färbende

Stoffe

sofort farblos

30' Zimmertemperatur farblos

5' Wasserbad

rem weiss

konzB Salpetersaure färbende

Stoffe

Ammoniakprobe auf fremde

Alkaloide

Kaliumpermanganatprobe auf

Apoatropin

Schwermetalle

Chlorid

Quantitative Bestimmungen

Kristallwasser- und Feuchtig¬

keitsgehalt

Trocknen bei 120°
Titration nach KF

Verbrennungsruckstand

Gehalt

Titration des Saureanteiles

Titration des Basenanteiles

Stickstoff nach Kjeldahl

114,6 - 116,2° 114,9 - 115,9° 114,6 - 116,0°

175,6 - 177,3° 176,0 - 177,4° 175,5 - 177,1°

190,0 - 191,4" 189,0 - 191,2" 191,9 - 193,6

klar und farblos klar und farblos = BG-

4,28
4,20

6,02
6,00

farblos farblos

farblos farblos

alle dotterblumengelb

farblos farblos

4,36
4,20

farblos

farblos

farblos

3,70 %

3,82 %
2,98 %

3,07 %
3, 86 % 3,91 %

3,87 %

unwägbar unwägbar unwägbar unwägbar

100,11 % 100,06 % 99,56 % 100,19 %

97,07 % 96,84 % 96,93 % 96,55 %

98,80 % 99,33 % 98,85 % 98,60 %
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Atropinium sulfuricum

Syn. : Atropini sulfas

Atropiniumsulfat Sulfate d'atropine Solfato di atropina

CH2 CH CH2 o

HN®-CH„ CH - O - C -
CH-f ^

|
3

| | \=/

CH2 CH CH2 CH2OH

(C17H2303N)2 • H2S04 • H20 Mol.-Gew. 695

Sulfat des dl-Tropasäure-tropinesters mit einem Gehalt von mindestens

98,0 (98,0 - 101,0)% (C17H23OgN)2
•

H2S04 • H20

Prüfung

Stammlösung S: Ca. 2 g Substanz (genau gewogen) werden in 3 ml frisch

ausgekochtem und wieder erkaltetem Wasser gelöst. Diese Lösung muss klar

und farblos sein oder darf nicht stärker gefärbt sein als Farbvergleichslösung
BGß. Sie dient nach dem Verdünnen mit frisch ausgekochtem und wieder erkalte¬

tem Wasser in einem Messkölbchen von 20 ml Inhalt bis zur Marke für die Prü¬

fungen 2,3,5,6,7,9,10,12 und 14.

1. Sinnenprüfung: Weisses, kristallines, oft etwas körniges, geruchloses
Pulver.

2. Nachweis der Atropinbase:
a) Versetzt man etwas Substanz in einem Porzellanschälchen mit 5 Tropfen

konzentrierter Salpetersäure RS und verdampft auf dem Wasserbad zur Trockne,
so bleibt ein Rückstand, der nach dem Erkalten auf Zusatz von 5 Tropfen wein¬

geistiger Kalilauge eine violette Färbung zeigt.
b) Wird die Mischung von 1 ml S + 1 ml Wasser mit 10 Tropfen verdünn¬

tem Ammoniak RS versetzt, so entsteht eine milchige Trübung. Aus der Flüssig¬
keit scheiden sich allmählich am Boden des Reagensglases farblose, klebrige
Tröpfchen ab, und bei längerem Stehen und gelegentlichem Reiben der Wandungen
mit einem Glasstab kristallisiert die Base aus. Diese weist nach dem Abnutschen,
Auswaschen mit 20 ml Wasser und Trocknen im Schwefelsäure-Exsikkator einen

Schmelzbereich von 114,5 - 116,5° (korr.) auf.

c) Die Mischung von 0,5 ml S + 10 ml Wasser wird mit 3 Tropfen verdünn¬

ter Essigsäure RS und hierauf tropfenweise mit 4 ml Pikrinsäure RS versetzt.

Der entstandene ölige Niederschlag wird durch Erwärmen wieder in Lösung ge¬

bracht. Das nach dem Erkalten auskristallisierte Pikrat wird abgenutscht, mit

SO
2©

H20
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5 ml Wasser gewaschen und bei 103 - 105° getrocknet. Der Schmelzbereich

muss zwischen 175,5 und 177,5° (korr. ) liegen.

3. Nachweis des Sulfates: S gibt die Identitätsreaktion auf Sulfat.

4. Schmelzbereich: 189 - 194° (korr.), bestimmt mit der bei 120° bis zur

Gewichtskonstanz getrockneten Substanz.

5. Optische Drehung: Höchstens + 0,1 oder höchstens - 0,1 ,
bestimmt

mit S im 2 dm-Rohr.

6. Papierchromatographische Prüfung: Chromatographierpapier Whatman 1

wird in Streifen von 8 cm Breite und 46 cm Länge geschnitten, so dass die

Längsseite quer zur Faserrichtung verläuft. Der Papierstreifen wird auf pH 6,6
gepuffert durch Eintauchen in eine Mischung von 72,2 ml einer 0,1 m primären
Kaliumphosphatlösung und 27,8 ml einer 0,05 m Boraxlösung. Hierauf wird das

Papier zur Entfernung des überschüssigen Imprägnierungsmittels zwischen Fil¬

trierpapier leicht abgepresst und 14 Stunden lang bei Zimmertemperatur zum

Trocknen aufgehängt.
Die Wände des zur absteigenden Papierchromatographie bestimmten Glasge¬

fässes werden mit nassem Filtrierpapier ausgekleidet, welches in das den Boden

1 - 2 cm hoch bedeckende Wasser eintauchen soll. In die Kristallisierschale auf

dem Boden des Glasgefässes wird eine Mischung von 100 ml Isobutanol und 100ml

Toluol gebracht. Die so vorbereitete Wanne wird zur Sättigung des Innenraumes

mindestens 48 Stunden lang bedeckt stehen gelassen.
1h einen Scheidetrichter von 500 ml Inhalt werden 100 ml Isobutanol, 100ml

Toluol und 100 ml Wasser gebracht. Das Gemisch wird zur Sättigung der organi¬
schen Phase mit Wasser wiederholt kräftig geschüttelt.

Auf der Startlinie des so vorbehandelten Papiers, welche einen Abstand von

ca. 8 cm vom oberen Rand aufweisen soll, werden ca. 3 cm von den seitlichen

Rändern entfernt 2 Punkte, a und b, markiert, deren Abstand voneinander ca.

3 cm betragen soll. 0,02 ml einer Mischung von 0,5 ml S + 1,5 ml Aethanol

94 % (entsprechend 500 ug) werden mittels einer Pipette streifenförmig, möglichst
gleichmässig zwischen den Punkten a und b aufgetragen.

Der Papierstreifen wird hierauf in das Glasgefäss gehängt und mindestens

8 Stunden lang klimatisiert. Nach dieser Vorhängezeit wird das mit Wasser ge¬

sättigte Isobutanol-Toluol-Gemisch, welches die mobile Phase darstellt, aus dem

Scheidetrichter in die Küvette gegossen, so dass die Schichthöhe ca. 15 mm be¬

trägt.
Es wird absteigend chromatographiert, bis die Frontlinie der mobilen Phase

ca. 30 cm über die Startlinie hinaus vorgedrungen ist. Dann wird der Papierstrei¬
fen sorgfältig herausgenommen, mit Bleistift die Frontlinie eingezeichnet und ca.

5 Minuten bei Zimmertemperatur getrocknet.
Der noch halbfeuchte Papierstreifen wird nun mittels eines Zerstäubers mit

ca. 4 ml Dragendorif-Reagens für Papierchromatographie gleichmässig besprüht.
Das Chromatogramm darf nur einen Farbfleck vom Rf-Wert 0,17 - 0,23

aufweisen. Weitere Farbflecken von kleineren Rf-Werten (Tropin) und grösseren
Rf-Werten (Scopolamin, Apoatropin) müssen fehlen.

7. Reaktion: pH von S = 4,0 - 6,2.

8. Schwefelsäureprobe: 20 mg gelöst in 2 ml konzentrierter Schwefelsäure

RS müssen noch nach 30 Minuten klar und farblos sein; beim nachfolgenden Er¬

wärmen im siedenden Wasserbad tritt eine dotterblumengelbe Färbung auf.
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9. Apoatropin, Belladonin: Wird die Mischung von 0,5 ml S + 1,5 ml Was¬

ser mit 8 Tropfen verdünntem Ammoniak RS versetzt, so muss sich die Lösung

trüben; auf nachträglichen Zusatz von 4 ml Wasser muss die Trübung wieder

verschwinden.

10. Apoatropin: Das Gemisch von 0,5 ml S und 4, 5 ml 0,2 N-Salzsäure

wird mit 0,25 ml 0,1 N-Kaliumpermanganat versetzt. Die Violettfärbung darf

innerhalb 5 Minuten nicht völlig verschwunden sein.

11. Morphin, Bruzin: 20 mg gelöst in 1 ml konzentrierter Salpetersäure
RS müssen farblos sein.

12. Chlorid: 1 ml S muss den Anforderungen der Grenzreaktion a II ent¬

sprechen.

13. Kristallwasser- und Feuchtigkeitsgehalt: Mindestens 2,5 % und höch-

stens 4 %, bestimmt mit 2 g durch Trocknen bei 120 während 3 Stunden.

14. Verbrennungsrückstand: Unwägbar, bestimmt mit 5 ml S nach Ver-

dampfen des Lösungsmittels.

15. Gehalt: Entsprechend einem Gehalt von 98,0 - 101,0 % (C17H230gN)2
• HgSO. • H„0 muss kristallwasserhaltiges Atropinsulfat

3,95 - 4,07 % N,

bestimmt nach der im allgemeinen Teil beschriebenen Methode der Stickstoffbe¬

stimmung nach Kjeldahl mit ca. 0,25 g Substanz (genau gewogen), enthalten.

Aufbewahrung: In gut verschlossenem Behälter, vor Licht geschützt.

Antimikrobielle Behandlung von Lösungen: nach Zusatz von 0,1 % 0,1 N-

Salzsäure im Autoklav.

Maximaldosen:

Dosis maxima simplex 0,001 g

Dosis maxima pro die 0,003 g

Venenum

Gebrauchsdosen (Vorschlag):

Einzeldosis 0,003 g

Tagesdosis 0,0012g

Löslichkeit: 1 T. löst sich in 1 T. Wasser, 4 T. Aethanol 94 %, 3 T.Gly-
zerin. Fast unlöslich in Aether. Schwer löslich in Chloroform.

Veränderlichkeit: Beim Aufbewahren an trockener Luft verliert Atropinsul¬
fat sein Kristallwasser bereits teilweise. Die wasserfreie Substanz ist ziemlich

hygroskopisch. Einfluss von Feuchtigkeit bewirkt allmähliche Verseifung in Tro¬

pin und Tropasäure.

Inkompatibilitäten: Alkalien und andere alkalisch reagierende Stoffe (Ver-
seifung), Jod, Gerbsäure und gerbstoffhaltige Zubereitungen (Fällung).
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3.3.3. 1-Ephedrinum basicum

Syn. : 1-Phenylmethylammopropanolum

1-Ephednnbase ist 1-2-Methylamino-l-phenylpropanol

fY<

y
, -CH - CH - CHg

OH NH - CHg

C10H15ON Mol.-Gew. 165,2

Ephedrine USP XIV, p. 205; Brit. Ph. 1958, p. 246;
NNR 1941, p. 213

Ephedrmum Ph. Dan. 1948 H, p. 305; Svenska F. 1946, p. 213

Ph.Belg.IV, Suppl. 1951, p. 15

Ephedrine Codex Gall. 7, p. 256

1-Ephednnbase ist entweder wasserfrei oder enthalt V2 Molekül Kristallwas¬

ser. Die wasserfreie Base und das Hemihydrat unterscheiden sich in der Kristall¬

form, im Schmelzpunkt, in der Stabilität sowie in der Loslichkeit in Oelen.

Im Codex Gall. 7 ist die wasserfreie Base offizinell, USP XIV lasst sowohl

die wasserfreie als auch die kristallwasserhaltige Substanz zu, wahrend es sich

bei der in den übrigen Pharmakopoen aufgeführten 1-Ephednnbase um das Hemi¬

hydrat handelt.

Vorkommen

Ephedrin ist em Alkaloid verschiedener, besonders chinesischer Ephedra-
Arten. Die chinesische Droge "Ma Huang", als deren Stammpflanzen Ephedra
equisetma Read et Liu und Ephedra sinica Stapf gelten, soll bis zu 2 % Alkaloide

enthalten. Im weiteren kommen nordafrikanische und spanische Arten als natur¬

liche Ausgangsmatenalien fur die Ephedrm-Gewinnung in Betracht. Die gehandel¬
ten Drogen enthalten in der Regel ca. 1 % Alkaloide, wovon 1-Ephedrin ca. 70%
der Gesamtalkaloide ausmacht. Brit. Pharm. Codex (40) fordert 1,25 % Gesamtal-

kaloide berechnet als Ephedrin.
Neben 1-Ephedrin kommt d-Pseudoephedrm, ein Stereoisomeres des Ephe¬

drins, als wichtigstes Nebenalkaloid in der Droge vor. Die optischen Antipoden
der beiden Alkaloide sind aus den synthetisch gewonnenen Razematen durch Spal¬

tung mit optisch aktiven Sauren dargestellt worden.

Ferner wurden die folgenden Alkaloide, die nur in geringen Mengen m der

Droge vorkommen, isoliert: l-Norephednn, d-Norpseudoephednn, 1-N-Methylephe-

drin, d-N-Methylspeudoephedrin und Ephedine, em Alkaloid noch unbekannter

Struktur. Ausserdem wurde von Chen, Stuart und Chen (41) aus Ephedra
"Ma Huang" noch ein Amin, das Benzylmethylamin, isoliert.

Nach Wolfes (42) enthalten die europaischen Ephedra-Arten die gleichen
Alkaloide wie die chinesischen Arten.
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Die Strukturformeln der natürlichen Ephedra-Bajen:

/H

OH

H

N -

-C -

1
H

CH,

CH,

1 - Ephedrin

OH

H

-C -

1
H

CH,

1 - Norephedrin

Ol-
OH H

i
C - CH„

I /H
3

H N
\,

CH,

d - Pseudoephedrin

OH H

H NH2

d - Norpseudoephedrin

OH N(CH3)2

0-?-( CH0

H H

1 - N - Methylephedrin

*

OH

o-j-
H

1
—C - CH,

1
H N(CHJ,

d - N - Methylpseudoephedrin

Das Âlkaloid Ephedine besitzt die Summenformel CßH..8N20„.

Darstellung

a) Durch Extraktion

Nach Chou (43) wird die Droge mit Benzol in der Kälte in Gegenwart von

verd. Natriumkarbonatlösung extrahiert, der Benzol-Extrakt mit verd. Salzsäure

ausgezogen und die saure Lösung geklärt. Dann werden die Alkaloide nach Zu¬

fügen einer genügenden Menge Kaliumkarbonat mit Chloroform extrahiert, der

Chloroformauszug wird konzentriert, über Natriumsulfat getrocknet und schliess¬

lich zur Trockne eingedampft.
Die Trennung von 1-Ephedrin und d-Pseudoephedrin erfolgt über das Oxalat.

Das Salz des 1-Ephedrins weist in der Kälte eine geringere Löslichkeit auf als

dasjenige des d-Pseudoephedrins.
Nach Chen (44) wird die Droge mit 80 %igem Weingeist perkoliert bis das

Perkolat farblos ist. Dieses wird bei vermindertem Druck zur Sirupdicke konzen¬

triert, der Rückstand mit Wasser verdünnt, mit Ammoniak alkalisch gemacht und

filtriert. Das schwer wasserlösliche d-Pseudoephedrin bleibt zurück, während
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1-Ephedrin im Filtrat vorliegt. Letzteres wird nun mit Chloroform extrahiert,
der Chloroformauszug der Destillation unterworfen, und der Rückstand nach Auf¬

lösen in wenig heissem Wasser mit verd. Salzsäure oder verd. Schwefelsäure

neutralisiert. Das nach dem Abdampfen auf dem Wasserbad abgeschiedene Alka-

loidsalz wird aus absolutem Alkohol unter Eiskühlung und Aetherzusatz umkristal¬

lisiert. Die Alkaloidbase wird zurückgewonnen, indem die Salzlösung mit Ammo¬

niak alkalisch gemacht und mit Chloroform ausgeschüttelt wird. Aus dem Chloro¬

formauszug kristallisiert die Base in rosettenartigen Kristallen, welche leicht

auseinanderbrechen, aus.

b) Durch Synthese

Nach Fourneau (45) wird Bromopropiophenon, welches durch Umsetzen

von ot-Brompropionsäurebromid mit Benzol nach Friedel-Crafts erhalten wird,
mit Methylamin zur Reaktion gebracht. Das entstandene Phenylmethylaminome-
thylketon wird katalytisch hydriert, wobei durch die Reduktion der Ketogruppe
zur sekundären Alkoholgruppe ein zweites Asymetriezentrum entsteht, welches

die gleichzeitige Bildung von dl-Ephedrin und dl-Pseudoephedrin ermöglicht.

H

-C - CH - CH3 + NH2 - CH3 L j>— C-CHg-CHg + HBr

O Br O NH—CH

Ol

Bromopropiophenon Methylamin Phenylmethylaminomethylketon

l Y- CHOH - CH(NHCHg) - CHg

d, 1-Ephedrin + d, 1-Pseudoephedrin

Die Trennung der beiden stereoisomeren Formen erfolgt durch Ueberführen in die

Chlorhydrate und Behandeln derselben mit Chloroform, letzteres zeigt grosses

Lösungsvermögen für das Chlorhydrat des Pseudoephedrins, während dasjenige
des Ephedrins in Chloroform unlöslich ist. Das therapeutisch wertlose Pseudo-

ephedrin wird wieder zum Keton oxydiert und dieses von neuem hydriert.
Zur Gewinnung des 1-Ephedrins aus der bei der Synthese gebildeten raze-

mischen Form, muss letztere noch mit Hilfe von d- oder 1-Weinsäure aufgespal¬
ten werden, wobei 50 % Ephedrin erhalten werden. Die d-Form wird razemerisiert,
so dass durch erneute Spaltung wieder 50 % 1-Ephedrin entstehen.

Eine weitere von Manske und Johnsen (46) beschriebene Synthese liefert

dl-Ephedrin, frei von dl-Pseudoephedrin, in vorzüglicher Ausbeute. Sie besteht

in der katalytischen Reduktion von Phenyl-methyl-diketon bei Gegenwart von Me¬

thylamin.
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/=\ H2
u-C-C-CHg + NH2-CHg ^ ^ y~ CHOH-CH(NHCH3)-CH3

O O

Phenyl-methyl-diketon Methylamin dl-Ephedrin

Auch bei dieser Synthese ist das Endprodukt dl-Ephedrin, welches mit Hilfe

von optisch aktiven Säuren in die 1-Form und in die d-Form gespalten werden

muss.

Eine andere Möglichkeit besteht in dem von Neuberg (47) aufgefundenen

Verfahren, welches auf einer Acyloinkondensation beruht und auf direktem Wege
1-Ephedrin liefert. Die Reaktion findet in einem Gärungsgemisch statt, indem der

bei der Gärung von Melasse entstehende Acetaldehyd unter der katalytischen Wir¬

kung von Enzymen mit zugesetztem Benzaldehyd kondensiert. Der entstandene

optisch aktive Phenylacetylcarbinol wird neben anderen Produkten der Gärung aus-

geäthert und in Gegenwart eines reduzierenden Mittels mit Methylamin umgesetzt.
Die optische Aktivität bleibt voll erhalten, und es bildet sich am neu entstehenden

Asymetriezentrum, an das die Methylamino-Gruppe tritt, die Konfiguration des

natürlichen Ephedrins aus.

H H

Enzyme /=, * NH2CH3 /=\ *

H„
^V-C-H + H-C-CH3 . (^- ÇH-C-CH3 _- ^-Ç-Ç-CH3
OO OHO

2

OHNH-CH3

Benzaldehyd Acetaldehyd Phenylacetalcarbinol 1-Ephedrin

Mögliche Verunreinigungen

Andere natürliche Ephedra-Alkaloide, vor allem d-Pseudoephedrin, sowie

1-Norephedrin, d-Norpseudoephedrin, 1-N-Methylephedrin, d-N-Methylpseudoephe-
drin, Ephedine; bei der synthetischen Darstellung gebildetes dl-Ephedrin und dl-

Pseudoephedrin; Benzylmethylamin. Natrium, Kalium, Schwermetalle, Chlorid,
Sulfat, Karbonat, Oxalat.

Bemerkung zu den Substanzmustern

Für die Untersuchungen standen uns anfänglich sechs Muster zur Verfügung,

wovon drei als Hemihydrate, die übrigen drei als wasserfreie Substanzen dekla¬

riert waren. Wie es sich im Laufe der Untersuchungen dann herausstellte, waren

die als wasserfrei deklarierten Muster während der Lagerung von ca. sechs Mo¬

naten in die stabile Form des Hemihydrates übergegangen. Wir beschafften uns

in der Folge ein weiteres als wasserfrei deklariertes Muster, welches wir sofort

nach Eingang in eine Hohlstopfenflasche umfüllten und über Silikagel aufbewahrten.
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Aus dem Aussehen der Muster konnte nicht geschlossen werden, ob die wasser¬

freie Substanz oder das Hemihydrat vorlag.

Sinnenprüfung

Drei der geprüften sieben Muster bestanden aus farblosen prismatischen

Kristallen. Zwei weitere stellten ein grob kristallines Pulver dar, welches gra¬

nulatartig zusammengeballt war. Zwei Muster bestanden aus z.T. grossen Bruch¬

stücken einer farblosen, wachsartigen Kristallmasse. Sämtliche Muster wiesen

einen unangenehmen, schwach aminartigen Geruch auf und waren von bitterem

Geschmack.

Wir kommen zu folgender Formulierung:

"Farblose Kristalle, wachsartige Kristallmasse, weisses kristallines

Pulver oder Granulat von schwach aminartigem Geruch und bitterem

Geschmack. "

Identitätsprüfungen

Stammlösung: Wegen der relativ guten Löslichkeit der Ephedrinbase in

Wasser konnte eine wässrige Stammlösung verwendet werden. Wir wählten eine

Konzentration von 4 % (= ca. 0,22 molar) und führten die Identitäts- sowie die

meisten Reinheitsprüfungen mit dieser Lösung aus (Herstellung siehe unter Rein¬

heitsprüfungen, S. 105).

Biuretreaktion: Als Identitätsreaktion führen die Monographien eine Farb¬

reaktion mit Kupfersulfat an, welche auch von der Ph. Helv. V für den Artikel

Ephedrinum hydrochloricum vorgeschrieben ist.

Um die Violettfärbung hervorzurufen genügt bei der Base der Zusatz des

Kupfersulfates zur Stammlösung, da letztere stark alkalische Reaktion aufweist.

Bei den Ephedrinsalzen hingegen tritt die Färbung nur in Gegenwart von Natron¬

lauge auf. Ein Zusatz von Natronlauge empfiehlt sich aber auch bei der Base,

um nach dem Ausschütteln mit Aether eine bessere Trennung der Phasen zu

erreichen. Die Stammlösung muss verdünnt werden, weil die Farbe der wässri-

gen Phase durch überschüssiges Kupfersulfat verursacht wird. Amphaetamin
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ergibt mit Kupfersulfat eine hellblaue Fällung, die Aetherphase bleibt jedoch

farblos. Diese Reaktion kann zur Unterscheidung von Ephedrin und Amphaetamin

dienen.

Wir modifizierten die Vorschrift und schlagen für den Pharmakopöetext

folgende Formulierung vor:

"Die Mischung von 0,5 ml Stammlösung und 0,5 ml Wasser ergibt mit

1 Tropfen Kupfersulfat RS eine intensiv violette Färbung. Wird die Flüs¬

sigkeit nach Zusatz von 1 ml verdünnter Natronlauge RS mit 1 ml Ae¬

ther geschüttelt, so nimmt die Aetherphase eine purpurne Färbung an,

während die Farbe der wässrigen Phase nach Hellblau umschlägt

(Amphaetamin). "

Abspaltung von Benzaldehyd: Mit Natronlauge und Kaliumferrizyanid wird

im Gegensatz zu Amphaetamin und Methylamphaetamin aus Ephedrin-Lösungen

beim Erwärmen Benzaldehyd abgespalten, welcher am Geruch wahrnehmbar ist.

Wir schlagen die Ausführung dieser zur weiteren Identifizierung und Unterschei¬

dung gegenüber Amphaetamin und Methylamphaetamin dienenden Reaktion wie folgt

vor:

"Wird die Mischung von 1 ml Stammlösung und 5 ml Wasser mit einem

Kristall Ferrizyankalium und einigen Tropfen verdünnter Natronlauge RS

erwärmt, so entwickelt sich der Geruch nach Benzaldehyd (Amphaetamin,
Methylamphaetamin). "

Alkaloid-Fällungsreagenzien:

Herstellung des Kaliumjodowismutates: Zur Unterscheidung von 1-Ephedri-

num hydrochloricum und dl-Ephedrinum hydrochloricum schlagen Poethke und

Hädicke (4) für den Nachtrag zum DAB 6 die Fällung mit Kaliumjodowismutat-

Lösung vor. 1-Ephedrinhydrochlorid ergibt einen aus langen dünnen Nadeln beste¬

henden, dl-Ephedrinhydrochlorid einen aus dunkelroten Prismen bestehenden Nie¬

derschlag. Konzentration der zu verwendenden Ephedrinhydrochlorid-Lösung und

Zusammensetzung der Reagenslösung werden vorgeschrieben. Wir überprüften die

Methode für Ephedrinum basicum und versuchten dabei festzustellen, ob das Ent¬

stehen der beiden verschiedenen Kristallformen von gewissen Faktoren abhängig

ist.

Nach der von genannten Autoren angegebenen Vorschrift wird 1 ml der wäss¬

rigen Lösung (1 + 49) mit 3 Tropfen verd. Schwefelsäure angesäuert und mit 2ml

Kaliumjodowismutat-Lösung versetzt. Die Forderung lautet, dass nach dem Stehen
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über Nacht bei der Betrachtung unter dem Mikroskop bei der 1-Verbindung nur

nadeiförmige Kristalle, bei der dl-Verbindung nur dunkelrote Prismen erkennbar

sein dürfen.

Wir verwendeten das für die Ph. Helv. VI vorgeschlagene Dragendorff-Rea¬

gens und führten die Fällung in Lösungen verschiedener Konzentrationen aus. Das

mikroskopische Aussehen der Fällungen nach dem Stehen über Nacht ist aus Ta¬

belle 3 ersichtlich.

Tabelle 3 Einfluss der Konzentration auf die Kristallform der Kaliumjodowismutate

ml Stammlsg. 4%
(+ H20 ad 1 ml)

Kristallform

1-Ephedrin dl-Ephedrin

0,05

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50
0,60

0,70

0,80
0,90
1,00

Trübung, vereinzelt feine

Nadeln

sehr grosse, breite Nadeln

mit Spaltstücken

meist sehr feine lange Na¬

deln, z.T. noch breite

Nadeln

feine Nadeln

sehr feine Nadeln

wie 0,40

feine Nadeln, zu Büscheln

vereinigt

Nadeln mit steigender Kon¬

zentration immer grösser

werdend, zu Büscheln

vereinigt

wenige sehr grosse Prismen

grosse Prismen mit sehr gros¬

sen Spaltstücken

noch grosse Prismen mit z.T.

kleineren Spaltstücken

kleine, gut ausgebildete Pris¬

men, wenig grössere

nur kleine, gut ausgebildete
Prismen

wie 0,40

kleinere Prismen in Verbänden

Primen mit steigender Konzen¬

tration immer kleiner werdend,
in Verbänden

Wie ersichtlich ist, entstehen unabhängig von der Konzentration bei 1-Ephe-

drin in allen Fällen Nadeln, bei der dl-Verbindung Prismen. Bei den kleinen Kon¬

zentrationen besteht der Niederschlag aus sehr langen breiten Nadeln und Bruch¬

stücken derselben, letztere könnten Bruchstücke von Prismen vortäuschen. Bei
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den höheren Konzentrationen (Verwendung von 0,70 ml Stammlösung und mehr)

werden die Nadeln wieder grösser und sind zu Büscheln vereinigt, ev. vorhan¬

dene Prismen (aus Verunreinigungen mit der dl-Verbindung) können leicht über¬

sehen werden. Am günstigsten für die Beurteilung des Niederschlages erwies

sich die Verwendung von 0, 50 ml Stammlösung, welche Konzentration auch von

Poethke und Hädicke vorgeschrieben wird.

Im weiteren untersuchten wir bei der gewählten Konzentration den Einfluss

der Fällungstemperatur auf die Beschaffenheit des Niederschlages. Wir führten

Fällungen bei 15
,

20
,

25 und 30 aus und erhielten bei 1-Ephedrin in jedem

Falle Nadeln, bei dl-Ephedrin Prismen. Als einziger Einfluss ist mit steigender

Temperatur eine geringe Zunahme der Grösse der Kristalle zu verzeichnen. Wir

lassen die Fällung bei Zimmertemperatur vornehmen.

Da die Fällungsreaktion mit Dragendorff-Reagens nicht nur als Identitäts¬

prüfung zur Unterscheidung von 1-Ephedrin und dl-Ephedrin, sondern auch als

Reinheitsprüfung zu betrachten ist, überprüften wir ihre Empfindlichkeit. Wir

verunreinigten reine 1-Ephedrinbase in Konzentrationen mit der dl-Verbindung

von 25 %, 20 %, 5 %, 2, 5 % und 1 % und stellten fest, bis zu welcher Konzen¬

tration die aus der dl-Verbindung entstandenen Prismen noch nachgewiesen wer¬

den können. Eine Verunreinigung von 1 % liess sich bei gründlicher Betrachtung

noch erkennen.

Wir schlagen vor, diese Fällungsreaktion als Reinheitsprüfung in den Phar-

makopöetext aufzunehmen und formulieren sie wie folgt:

"Wird die Mischung von 0, 5 ml Stammlösung, 0, 5 ml Wasser und 3 Tro¬

pfen verdünnter Schwefelsäure RS mit 2 ml Dragendorff-Reagens versetzt

und einmal kurz durchgeschüttelt, so entsteht binnen einiger Minuten eine

voluminöse ziegelrote Fällung. Nach dem Stehen über Nacht dürfen bei

der Betrachtung des Niederschlages unter dem Mikroskop nur nadeiförmige
Kristalle erkennbar sein (dl. -Ephedrin). "

Im weiteren bestimmten wir die Schmelzbereiche der Kaliumjodowismutate.

Die nach obiger Vorschrift erhaltenen Niederschläge wurden mit 20 ml 5 %iger

Kaliumjodidlösung gewaschen, scharf abgesaugt und im Schwefelsäure-Exsikkator

getrocknet. In der Literatur fanden wir keine Angaben über Schmelzbereiche der

Kaliumjodowismutate von Ephedra-Alkaloiden.

Die von uns bestimmten Schmelzbereiche betragen für das Derivat von:

1-Ephedrin 180,0 - 184,2° (korr.) unter Zersetzung, Verfärbung bei ca.

170°

176,0 - 180,0° (unkorr.)
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dl-Ephedrin 168,4 - 171,6 (korr. ) unter Zersetzung, Verfärbung bei ca.

155°

165,0 - 168,0° (unkorr.)

Mit d-Pseudoephedrin entsteht eine klebrige, an den Wandungen des Reagensgla¬

ses anhaftende Fällung, welche sich nach einigem Stehen teils amorph, teils in

kristallinen Nadeln absetzt. Die Nadeln sind kürzer und breiter als beim 1-Ephe-

drin-Derivat. Das Derivat von d-Pseudoephedrin wies einen
'

unscharfen Schmelz¬

bereich bei ca. 90 auf.

Da die Schmelzbereiche der Kaliumjodowismutate von 1-Ephedrin und dl-

Ephedrin sehr nahe beieinanderliegen und die Derivate unter Zersetzung schmel¬

zen, verzichten wir für Pharmakopöezwecke auf die Bestimmung dieses Schmelz¬

bereiches.

Herstellung des Reineckates: Aus der Literatur konnten wir keine Angaben

über Herstellung und Schmelzbereiche der Reineckate von Ephedra-Alkaloiden ent¬

nehmen. Nach Bandelin (48) wird Ephedrin als Reineckat nicht quantitativ ge¬

fällt. Wir stellten die Reineckate von 1-Ephedrin, dl-Ephedrin und d-Pseudoephe¬

drin wir folgt her:

"Die Mischung von 1 ml Stammlösung und 4 Tropfen verdünnter Salzsäure

RS wird mit 5 ml Ammoniumreineckat RS versetzt und das Fällungsge¬
misch 1 Stunde lang im Eisschrank belassen. Die kristalline Fällung wird

abgesaugt, mit 5 ml Eiswasser gewaschen und in 5 ml siedendem Wasser

gelöst. Nach zweistündigem Stehen im Eisschrank werden die aus der wäss-

rigen Lösung abgeschiedenen Kristalle abgesaugt und während einer Stunde

bei 80 getrocknet.
"

Die Derivate wiesen folgende Schmelzbereiche (unter Zersetzung) auf:

1-Ephedrinreineckat

dl-Ephedrinreineckat

d-Pseudoephedrinreineckat

Etwa 5 vor dem angegebenen Schmelzbereich beginnen sich die Derivate zu ver¬

färben, um dann während des Schmelzbereiches zu einer schwarzbraunen, klaren

Schmelze zu zerfliessen.

unkorr. Wert korr. Wert

131,0 - 133,0° 132,8 - 134,9°

150,0 - 152,5° 153,2 - 155,3°
156,0 - 158,0° 159,0 - 161,1°
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Herstellung des Tetraphenylborates: In Anlehnung an die von Keller und

Weiss (49) für die quantitative Bestimmung von Ephedrin mit Kalignost angege¬

bene Vorschrift stellten wir die Derivate folgendermassen her:

"1 ml Stammlösung wird mit 30 ml Wasser und 8 Tropfen verdünnter

Essigsäure RS versetzt und die Mischung auf 40° erwärmt. Dann werden

unter häufigem Umrühren tropfenweise 4 ml Kalignost RS zugefügt und

das Fällungsgemisch auf 18° abgekühlt. Der Niederschlag wird abgesaugt,
mit 10 ml Wasser gewaschen und in 4 ml Methylalkohol gelöst. Tropfen¬
weises Zufügen von 4 ml Wasser bewirkt das Ausfallen eines kristallinen

Niederschlages, welcher nach Absaugen und Waschen mit 5 ml Wasser

während 24 Stunden im Schwefelsäure-Exsikkator getrocknet wird. Bei der

Bestimmung des Schmelzbereiches ist das Bad auf ca. 110° vorzuwärmen

bevor die Substanzprobe eingeführt wird. "

Wir fanden für die Derivate der drei untersuchten Alkaloide folgende Schmelz¬

bereiche:

unkorr. Wert korr. Wert

1-Ephedrin-tetraphenylborat 118,0 - 120,0° 119,3 - 121,4°
dl-Ephedrin-tetraphenylborat 118,8 - 121,5° 120,2 - 123,0°

d-Pseudoephedrin-tetraphenylborat 117,5 - 120,0° 118,8 - 121,4°

Nach den Literaturangaben' weist der Schmelzbereich von Ephedrin-tetra-

phenylborat erhebliche Schwankungen auf.

Keller und Weiss (49) 124 aus Ephedrinhydrochlorid
hergestellt

Scott, Doukas und Schafer 135-138° aus Ephedrinhydrochlorid
(50) hergestellt

Fischer und Karawia (51) 80- 83° aus Ephedrinsulfat herge¬
stellt

Aus genannten Literaturstellen geht nicht hervor, ob es sich um 1-Ephedrin

oder um die dl-Verbindung handelt, ferner fehlen z.T. Angaben über Herstellung

und Umkristallisation der Verbindung. Keller und Weiss (49) geben eine Trock¬

nungstemperatur von 120 an. Wir stellten fest, dass bei dieser Temperatur so¬

wohl das Derivat von 1-Ephedrin, als auch dasjenige des Razemates zersetzt wer¬

den, und dass schon bei 80 Verfärbungen auftreten. Weiter machten wir die

Beobachtung, dass durch Umkristallisieren in der Wärme schon bei etwa 50° der

Schmelzbereich erniedrigt wird.
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Herstellung des Silikowolframates: 1-Ephedrinbase:

"Die Mischung von 0,5 ml Stammlösung und 0,5 ml Wasser wird mit

1 ml Sillkowolframsäure RS versetzt. Es entsteht eine milchige Trübung,
beim Schütteln bildet sich allmählich eine amorphe Fällung, welche an

der Reagensglaswandung anhaftet. Nach einigen Stunden setzt sich die Fäl¬

lung ab. Unter dem Mikroskop betrachtet dürfen nur amorphe Teilchen

aber keine Kristalle erkennbar sein (dl-Ephedrin, d-Pseudoephedrin). "

Bei dl-Ephedrin und d-Pseudoephedrin entsteht anfänglich ebenfalls eine

milchige Trübung, welche sich aber nach einigem Schütteln als kristalline Fäl¬

lung abscheidet. Die Kristalle sind bereits von Auge gut erkennbar. Diese wur¬

den mit 10 ml Wasser gewaschen und im Schwefelsäure-Exsikkator getrocknet.

Die Schmelzbereiche betrugen:

unkorr. Wert korr. Wert

dl-Ephedrin-Silikowolframat 180,0 - 184,0° 184,2 - 188,4°
d-Pseudoephedrin-Silikowolframat 238,0 - 241,0° 245,4 - 248,7°

Bei beiden Substanzen fand keine Zersetzung am Schmelzpunkt statt, sie

zerflossen zu einer klaren, durchsichtigen Schmelze.

Aus der Literatur sind keine Angaben über die Schmelzbereiche dieser Ver¬

bindungen bekannt.

Herstellung des Pikrates:

1-Ephedrinpikrat:

"Versetzt man 1 ml Stammlösung mit 3 Tropfen verdünnter Essigsäure RS

und dann tropfenweise mit 3 ml Pikrinsäure RS, so entsteht eine gelbe
Trübung, die sich unter schwachem Erwärmen wieder löst. Man lässt er¬

kalten, bis die Trübung wieder erscheint und beschleunigt durch Reiben

der Reagensglaswände mit einem Glasstab die Ausfällung. Der Nieder¬

schlag wird abgesaugt, mit 5 ml Wasser gewaschen und in 4 ml heissem

Benzol gelöst. Nach dem Erkalten hat sich das Pikrat in Form von fei¬

nen Nadeln abgeschieden. Die Kristalle werden abgesaugt, mit 5 ml Ben¬

zol gewaschen und während 24 Stunden im Schwefelsäure-Exsikkator ge¬

trocknet. Dir Schmelzbereich muss zwischen 93 und 95 (korr.) liegen.

dl-Ephedrinpikrat:

"Versetzt man 1 ml Stammlösung mit 3 Tropfen verdünnter Essigsäure RS

und dann tropfenweise mit 3 ml Pikrinsäure RS, so scheiden sich nach ei¬

nigen Minuten aus der klaren Lösung gelbe, nadeiförmige Kristalle ab.



- 100 -

Man lässt über Nacht stehen, bis die Ausscheidung vollständig ist. Die

Kristalle werden abgesaugt, mit 5 ml Wasser gewaschen und aus 1,5 ml

siedendem Wasser umkristallisiert. Dir Schmelzbereich muss nach dem

Trocknen bei 103 - 105° während einer Stunde zwischen 146° und 148°

(korr. ) liegen.
"

d-Pseudoephedrinpikrat :

"Versetzt man 1 ml Stammlösung mit 3 Tropfen verdünnter Essigsäure
RS und dann tropfenweise mit 3 ml Pikrinsäure RS, so entsteht anfäng¬
lich eine gelbe Trübung, welche sich aber wieder fast völlig löst. Beim

Schütteln der beinahe klaren Lösung scheiden sich dünne, zu Büscheln

vereinigte Nadeln ab. Diese werden mit 5 ml Wasser gewaschen und aus

1,5 ml siedendem Wasser umkristallisiert. Ihr Schmelzbereich muss nach

dem Trocknen bei 103 - 105° während einer Stunde zwischen 146° und

148° (korr.) liegen."

Nach einer Literaturstelle (52) werden die Pikrate aus siedendem Wasser

umkristallisiert. Dies gelingt gut bei dl-Ephedrinpikrat und d-Pseudoephedrinpik-

rat, welche aus der wässrigen Lösung nach dem Erkalten sofort auskristallisie¬

ren. Bei 1-Ephedrinpikrat hingegen scheiden sich die Kristalle erst nach länge¬

rem Stehen wieder ab. Wir schlagen deshalb vor, 1-Ephedrinpikrat aus Benzol

umzukristallisieren. Wie wir feststellten, weist aus Benzol umkristallisiertes

1-Ephedrinpikrat den gleichen Schmelzbereich auf wie die aus Wasser erhaltene

Substanz.

Die Schmelzbereiche der Pikrate nach den Literaturangaben, sowie unseren

Bestimmungen, sind aus nachstehender Zusammenstellung ersichtlich.

eigene Bestimmungen
Literatur unkorr. Wert korr. Wert

1-Ephedrinpikrat 93 - 95° (59,52) 92,8 - 94,2° 93,2 - 94,6°

dl-Ephedrinpikrat 142° bzw. 144,0 - 145,2° 146,4 - 147,7°
145 - 147 (52)

d-Pseudoephedrinpikrat 145 - 147° (59,52) 144,0 - 145,5° 146,4 - 148,0°

Von den aufgeführten Möglichkeiten der Identifizierung der 1-Ephedrinbase

durch Herstellung eines Derivates, scheint uns das Pikrat am geeignetsten, da

dieses einen scharfen Schmelzbereich besitzt, welcher zudem genügenden Abstand

von demjenigen des dl-Ephedrinpikrates aufweist. Wir schlagen deshalb die Her¬

stellung des Pikrates vor unter Aufnahme der oben angeführten Formulierung in

den Pharmakopöetext.
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Papierchromatographische Prüfung:

a) Bisherige Untersuchungen:

Einzelne Ephedra-Alkaloide, vornehmlich Ephedrin, wurden im Verband mit

anderen sympathicomimetischen Substanzen papierchromatographisch untersucht;
eine Auftrennung der in den Ephedra-Arten vorkommenden natürlichen Alkaloide

ist hingegen noch nicht beschrieben worden. 1h der Reihe der Sympathicomimeti-
ca fanden am häufigsten aus n-Butanol, Eisessig und Wasser zusammengesetzte
Verteilungsmittel Verwendung. Nach Pohloudek-Fabini und König (53)
soll im besonderen das sogenannte Partridge-Gemisch (n-Butanol-Eisessig-Was-
ser 4:1:5) günstige Verteilungsergebnisse liefern. Mit der papierchromatographi-
schen Trennung von d-Ephedrin und 1-Ephedrin beschäftigten sich Kariyone
und Hashimoto (54), welche aufsteigend mit dem Gemisch n-Butanol-Eisessig-
Wasser 5:1:4 arbeiteten. Die angegebenen Rf-Werte (dl-Ephedrin 0,78, 1-Ephe-
drin 0,82, d-Ephedrin 0,79) lassen erkennen, dass die optischen Isomeren in

diesem System nicht getrennt werden können. Wickstr<|>m und Salvesen

(55) chromatographierten u. a. 1-Ephedrin und d-Pseudoephedrin in verschiedenen

sauren Systemen (n-Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:5, n-Butanol-Toluol-Wasser-

Eisessig 10:10:5:5, Aethylazetat-Wasser-Eisessig 3:3:1, Chloroform-Wasser-Eis¬

essig 10:5:4) konnten aber keine Trennung der beiden diastereomeren Substanzen

erreichen. Eine Trennung der optischen Isomeren war bei den untersuchten Sym-
pathicomimetica mit diesen Systemen ebenfalls nicht möglich. Wagner (56) ver¬

wendete als mobile Phase n-Butanol mit Wasser gesättigt und chromatographierte
Ephedrin neben anderen Sympathicomimetica an gepufferten Papieren (pH = 3,0 -

12,0). Die besten Trennungen erhielt der Autor bei pH = 4,0 (Rf-Wert für Ephe¬
drin = 0,64). Ein Verfahren zur Auftrennung der optischen Isomeren in der Reihe

der Sympathicomimetica wurde von Alessandro und C aid ar er a (57) beschrie¬

ben. Die Autoren arbeiteten nach der Rundfiltermethode mit Zuführung der mobi¬

len Phase (n-Butanol-Essigsäure 95 % - Wasser 4:1:5) durch eine Kapillare von

oben und fanden für die optischen Antipoden unterschiedliche Rf-Werte. Diese be¬

tragen für 1-Ephedrin 0,89 und für d-Ephedrin 0, 55. Bei einer Nachbearbeitung
von Wagner (56) erwies sich das Verfahren jedoch als nicht reproduzierbar.
Pohloudek-Fabini und König (53) untersuchten die Brauchbarkeit des

Partridge-Gemisches als Verteilungsmittel für eine Anzahl Sympathicomimetica.
Die Autoren chromatographierten aufsteigend nach der Zylindermethode und ge¬
ben Rf-Werte von 16 Substanzen an. Für Ephedrin beträgt der Rf-Wert 0,73, für

Norephedrin 0,71. Mit Hilfe der Rundfilterchromatographie, sowie später auch

aufsteigend (Zylindermethode) gelang den Autoren die Trennung von Ephedrin und

Norephedrin. Sie verwendeten dabei mit Phenol imprägnierte Papiere als statio¬

näre und 0,01 N-Salzsäure als mobile Phase; es werden diesbezüglich keine Rf-

Werte angeführt.

b) Eigene Untersuchungen:

Wir arbeiteten zunächst mit dem Partridge-Gemisch (n-Butanol-Eisessig-

Wasser 4:1:5) und stellten die Verteilung der als Reinsubstanzen erhältlichen

Ephedra-Alkaloide fest. Zur Verwendung gelangte Whatman Papier Nr. 1, auf

10-18/46 cm geschnitten, so dass die Laufrichtung quer zur Faserrichtung ver-
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läuft. Die Substanzen wurden in Form ihrer Basen oder Salze in Methylalkohol

gelöst und in 50 ug entsprechenden Anteilen auf die Startlinie aufgetragen. Die

Papierstreifen wurden sodann in das Chromatographiergefäss gebracht und mit

der unteren Phase des erwähnten Gemisches während ca. 10 Stunden gesättigt.

Die Entwicklung erfolgte aufsteigend mit der Oberphase. In ca. 18 - 20 Stunden

wandert die Lösungsmittelfront ca. 30 cm. Zur Sichtbarmachung der Alkaloide

wurden die Papierstreifen mit Ninhydrin RS besprüht und bis zum Auftreten der

charakteristischen violetten Flecke im Trockenschrank bei 100 erhitzt. 1-N-Me-

thylephedrin, welches auf Grund der vollständigen Methylierung am Stickstoff-

Atom nicht mit Ninhydrin RS reagiert, wurde mit Dragendorff-Reagens für Pa¬

pierchromatographie entwickelt. Wie, aus den nachstehend angeführten Rf-Werten

(Mittelwerte aus 10 Einzelbestimmungen) ersichtlich ist, liefert das Partridge-

Gemisch keine Trennung der Ephedra-Alkaloide,

Substanz Rf-Wert

1-Ephedrin 0,72

d-Ephedrin 0,71

dl-Ephedrin 0,70

d-Pseudoephedrin 0,71

1-Norephedrin 0,70

1-N-Methylephedrin 0,72

Versuche, welche wir mit dem von Schumacher (29) zur Auftrennung

der natürlichen Alkaloidgruppen verwendeten Lösungsmittelgemisch Isobutanol-

Toluol 1:1, mit Wasser gesättigt, vornahmen, führten ebenfalls nicht zum Erfolg.

Wir chromatographierten aufsteigend an nach Ko It ho ff (58) gepufferten What-

mann Nr. 1 Papieren (pH = 3,2-6,6), welche auf 10-20/46 cm geschnitten

waren, Laufrichtung quer zur Faserrichtung. Die Alkaloidbasen bzw. -Salze

wurden in Methylalkohol gelöst und in 50 ug entsprechenden Anteilen auf die

Startlinie aufgetragen. Nach einer Vorhängezeit von ca. 14 Stunden in dem mit

Wasser und der mobilen Phase gesättigten Chromatographiergefäss wurden die

Papierstreifen entwickelt. Nachdem die mobile Phase ca. 30 cm vorgedrungen

war (ca. 4 Stunden) wurden die Papierstreifen herausgenommen, und es wurde

sofort die Frontlinie markiert. Die noch halbfeuchten Chromatogramme wurden

mit Ninhydrin RS besprüht und bis zum Erscheinen der violetten Flecke im Trok-
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kenschrank bei 100 erhitzt. Die Sichtbarmachung von 1-N-Methylephedrin erfolg¬

te mit Dragendorff-Reagens für Papierchromatographie. Die Alkaloide weisen in

der mobilen Phase sehr geringe Löslichkeit auf, d.h. die Flecke befinden sich

nahe der Startlinie. Der Rf-Wert von 1-Ephedrin beträgt 0,07, derjenige von

1-N-Methylephedrin 0,10. Die übrigen untersuchten Alkaloide (d-Ephedrin, dl-

Ephedrin, 1-Norephedrin, d-Pseudoephedrin) wandern wie 1-Ephedrin. Ein Ein-

fluss der Reaktion auf die Verteilung konnte im geprüften pH-Bereich nicht fest¬

gestellt werden. Es war auch kein Unterschied im Verhalten von Alkaloidbasen

und Alkaloidsalzen zu bemerken.

Die Tatsache, dass die Ephedra-Alkaloide Stereoisomere bzw. chemisch

sehr nahe verwandte Verbindungen darstellen (z.B. Ephedrin und 1-N-Methylephe¬

drin) liess eine Auftrennung dieser Alkaloidgruppe bisher nicht gelingen. Auf die

papierchromatographische Identitäts- und Reinheitsprüfung von 1-Ephedrinbase und

1-Ephedrinhydrochlorid für Pharmakopöezwecke muss daher vorderhand verzich¬

tet werden. Bezüglich der Reinheitsprüfung ist zu bemerken, dass anwesende

Nebenalkaloide bei den genannten Substanzen bereits durch andere Prüfungen

(z.B. Forderung eines sehr engen Drehungsintervalles) weitgehend erfasst würden.

Reinheitsprüfungen

a) Physikalische und physikalisch-chemische Prüfungen

Schmelzbereich: Der Schmelzbereich von 1-Ephedrinbase weist nach den

Literaturangaben erhebliche Schwankungen auf. Merck Index (59) gibt für die

wasserfreie Base einen Schmelzpunkt von 34
,
Manske und Holmes (60) ei¬

nen solchen von 38,1 an. Diese Unterschiede sind darin zu suchen, dass die

wasserfreie Substanz sehr hygroskopisch ist und ihr Schmelzbereich durch Was¬

serabsorption erhöht wird. Für das Hemihydrat, welches einen theoretischen

Kristallwassergehalt von 5,17 % aufweist, geben genannte Autoren einen Schmelz¬

bereich von 40 an. Die Monographien fordern für die ungetrocknete Substanz

folgende Schmelzbereiche:

USP XIV 33° - 40° (Hemihydrat + wasserfreie

Substanz offizineil!)

Brit.Ph. 1958 40° - 41° Hemihydrat
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39,5 - 42,5° Hemihydrat

40 - 41° Hemihydrat

40 - 42° Hemihydrat

39 - 40 wasserfreie Substanz

Ph. Dan. 1948 II

Ph.Belg.IV Suppl.

Svenska F. 1946

Codex Gall. 7

Wir fanden für die ungetrockneten Substanzen folgende Schmelzbereiche:

I 39,5 - 41,5°
H 38,0 - 41,5°
m 37,0 - 41,0°
IV 36,0 - 39,0°
V 39,5 - 42,0°
VI 38,0 - 41,5°
VU 37,5 - 39,0°

Die Substanzen I - VI sind Heinihydrate, VTI stellt die wasserfreie Substanz

dar.

Da der Schmelzbereich der Base bei verhältnismässig tiefer Temperatur

liegt (nur etwa 20 über Zimmertemperatur) und auch die Muster des stabilen

Hemihydrates ein z.T. grosses Intervall aurweisen, schlagen wir vor, von der

Bestimmung dieses Schmelzbereiches abzusehen und analog NNR 1941 den

Schmelzbereich des Hydrochlorides bestimmen zu lassen. Brit.Ph.1958 führt

neben dem Schmelzbereich der Base ebenfalls noch denjenigen des Hydrochlorides

an.

Die Schmelzbereiche des Hydrochlorides betragen nach den Literaturanga¬

ben:

Merck Index 6th Ed. (59) 216 - 220°

Manske und Holmes (60) 220 - 221°

Lebeau und Janot (61) 215°

Merck (62) 218 - 219'
o

Brit. Ph. 1958 fordert im Artikel Ephedrine für das aus der Base hergestellte

Hydrochlorid ca. 218°, NNR 1941 214 - 220°.

Wir stellten das Hydrochlorid wie folgt her und schlagen diese Formulie¬

rung für den Pharmakopöetext vor:
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"Die Lösung von 0,2 g 1-Ëphedrinbase in 30 ml Chloroform wird etwa

12 Stunden lang bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Die nach dem

Verdunsten des Chloroforms ausgeschiedenen Kristalle werden zuerst mit

10 ml Chloroform, dann noch zweimal mit je 5 ml Chloroform gewaschen.
Die Kristalle geben die Identitätsreaktion auf Chlorid und zeigen nach dem

Trocknen bei 103 - 105° einen Schmelzbereich von 217,0 - 220,0° (korr.)"

Die Schmelzbereiche der nach dieser Vorschrift hergestellten Hydrochloride

unserer Muster betrugen:

Schmelzbereiche

Muster unkorr. Wert korr. Wert

I 212,5 - 213,5° 218,4 - 219,5°
n 212,5 - 214,0° 218,4 - 219,9°
m 212,0 - 213,0° 217,9 - 218,9°
IV 212,3 - 213,8° 218,2 - 219,8°
V 212,5 - 214,0° 218,4 - 219,9°
VI 213,0 - 214,0° 218,9 - 219,9°
VH 212,5 - 213,8° 218,4 - 219,8°

Ph.Helv.V fordert im Artikel Ephedrinum hydrochloricum ein

Schmelzintervall von 212 - 215° (unkorr.) bzw. 217,9 - 221,1° (korr.).

Da die Schmelzbereiche der Hydrochloride unserer Muster an der unteren

Intervallgrenze liegen, wäre es u.E. angezeigt, das Schmelzintervall vorzuver-

lagern und zu fordern, dass der Schmelzbereich des aus der Base hergestellten

Hydrochlorides zwischen 217,0 und 220,0 (korr. ) liegen muss.

Löslichkeit, Prüfung auf unlösliche und färbende Verunreinigungen:

"0, 8 g feinst pulverisierte 1-Ephedrinbase müssen sich in 20 ml frisch

ausgekochtem und wieder erkaltetem Wasser klar und farblos völlig lösen. "

Diese Lösung (4 %ig = ca. 0,22 molar) verwendeten wir als Stammlösung S

für die meisten Identitäts- und Reinheitsprüfungen. Die Prüfung auf völlige Lös¬

lichkeit ist von Bedeutung, denn d-Pseudoephedrinbase ist in Wasser weit weniger

löslich. Deshalb lassen wir auch eine konzentriertere Stammlösung herstellen als

Ph. Dan. (2 %ig) und Svenska F. (1 %ig). Ein Vergleich der Färbungen mit den

Farbvergleichslösungen ist nicht notwendig, denn alle Muster ergaben wasser¬

klare und farblose Lösungen.
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Reaktion der Stammlösungen: Nach Merck Index (59) soll der pH-Wert

einer 0,5 %igen wässrigen Lösung der Base 10,80 betragen. USP XIV, Brit.Ph.

1958 und NNR 1941 fordern, dass die wässrige Lösung alkalisch gegenüber

Lakmus reagieren muss, während Ph. Belg. IV, Suppl. 1951, Ph. Dan. n 1948

und Svenska F. 1946 nur alkalische Reaktion verlangen.

Wir führten die Prüfung mit den Stammlösungen unserer Muster aus. Die

potentiometrische Bestimmung erfolgte mit der kombinierten Elektrode 121 UX,

welche bis zum pH-Wert 14 verwendet werden kann. Da die starke Alkalität der

1-Ephedrinbase den Gebrauch der Farbtabelle des HL Supplementes zur Ph. Helv. V

verunmöglicht, wurden die pH-Vergleichslösungen der Ph. Helv. V, Suppl. HI

herangezogen, die sich bei unseren Untersuchungen bewährten.

Die ermittelten pH-Werte betragen:

Handelsmuster pH-Wert pH-Wert

potentiometrisen pH-Vergleichslösungen

I 11,19 11,00

n 11,12 10,90

m 11,23 11,10

IV 11,16 11,00

V 11,20 11,10

VI 11,25 11,20

VH 11,21 11,10

Im Hinblick auf die erhaltenen Werte stellen wir die Forderung auf, dass

der pH-Wert der Stammlösung bestimmt mit pH-Vergleichslösungen zwischen

10,80 und 11,40 liegen muss.

Spezifische Drehung: Für die spezifische Drehung der 1-Ephedrinbase fan¬

den sich in der Literatur folgende Angaben:

Manske und Holmes (60) [^Jrj = -6>3° (Hemihydrat in Alkohol)

Leb eau und Janot (61) MD°= -6»°° (in AI&>hol)

Svenska F. 1946 [*]2°= +13° «J°*e Wsan« in Was-
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Die Monographien, mit Ausnahme von Svenska F., lassen die spezifische

Drehung mit dem Hydrochlorid bestimmen. Auch Merck Index führt keine spezi¬

fische Drehung der Base an, sondern enthält die Angabe, dass die Bestimmung

am besten mit dem Hydrochlorid auszuführen sei.

Wir schliessen uns den Vorschlägen der Monographien an und lassen die

Bestimmung ebenfalls in einer salzsauren Lösung vornehmen.

Die spezifische Drehung von 1-Ephedrinhydrochlorid beträgt nach den Lite¬

raturangaben:

Manske und Holmes (60) L^Jn = " ^4 in Wasser

I?-

*th
^. /c„> r. i 20

„„ . . „,, co

Leb eau und Janot (61) [^]n = " 36>6° in Wasser 5 %ige
Lösung

Merck Index 6 Ed.(59) M D
= " 33 bis -35,5° 5 %ige Lsg.

Die Monographien gestatten für die salzsaure Lösung der Base folgende

Drehungsintervalle :

USP XIV in 5 %iger Lösung
' -33 bis -35,5°

Brit.Ph.1958 in 5 %iger Lösung -33 bis -35,5°
Ph.Dan.H 1948 in 4,7%iger Lösung -33 bis -36,2°
Ph.Belg.IV Suppl. 1951 in 5,8%iger Lösung -33 bis -35°

NNR 1941 in 12,2%iger Lösung -33 bis 35,5°

*) Die Prozent-Gehalte der Lösungen wurden von uns auf das Hydrochlorid
bezogen.

Die Mittelwerte unserer Muster betrugen für eine 5 %ige Lösung (Gew. /Vol. )

I - 34,69°

H - 34,70°

m - 34,63°

IV - 34,91°

V - 34,57°

VI - 34,80°

Vu - 34,75°
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In Anlehnung an diese Werte, glauben wir uns der sehr strengen Forderung

der Ph.Helv.V, welche für den Artikel Ephedrinum hydrochloricum ein

Drehungsintervall von -34 bis -35 gestattet, anschliessen zu können. Die For¬

derung muss streng sein, da die Bestimmung der spezifischen Drehung eine sehr

wichtige Prüfung zur Erkennung von Nebenalkaloiden und dl-Ephedrin darstellt.

Wir schlagen für den Pharmakopöetext folgende Formulierung vor:

"Die spezifische Drehung der salzsauren Lösung des Alkaloides muss

zwischen -34° und -35° liegen.
(Dementsprechend darf der Drehungswinkel einer Lösung von 0,8637 g

ungetrockneter kristallwasserhaltiger 1-Ephedrinbase, entsprechend
1,0000 g 1-Ephedrinhydrochlorid, in 6 ml 1 N-Salzsäure + Wasser zu

20 ml, bei 20° im 200-mm-Rohr bestimmt, nicht weniger als -3,4° und

nicht mehr als -3, 5° betragen). "

b) Chemische Reinheitsprüfung

Abwesenheit von Alkalimetallen: Einige Kristalle 1-Ephedrinbase dürfen

nach dem Verbrennen am Platindraht die nicht leuchtende Flamme höchstens

rasch vorübergehend gelb, bei Betrachtung durch das Kobaltglas jedoch nicht

rosa färben (Natrium, Kalium). In allen Mustern waren zulässige Spuren Natrium

nachweisbar.

Abwesenheit von Schwermetallen: Diese Prüfung wird einzig von Ph. Dan. n

1948 vorgenommen, welche fordert, dass in der 2 %igen Stammlösung keine

Schwermetalle nachweisbar sein dürfen. Wir führten die Prüfung nach den Vor¬

schlägen zur Ph. Helv. VI aus und schreiben ebenfalls Abwesenheit von Schwerme¬

tallen vor, da diese Forderung von sämtlichen Mustern erfüllt wurde.

Abwesenheit von Chlorid und Sulfat: Die Mehrzahl der Monographien lässt

auf Chlorid und Sulfat prüfen. Diese Prüfung ist nicht nur als Reinheitsprüfung

wichtig, sondern auch um Verwechslungen der Base mit den im Handel gebräuch¬

lichen Salzen auszuschliessen. Die Prüfungen wurden nach den Vorschlägen zur

Ph. Helv. VI in der Stammlösung vorgenommen und fielen mit allen Mustern nega¬

tiv aus. Die Forderungen für den Pharmakopöetext werden entsprechend formu¬

liert.
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Abwesenheit von Oxalat: Auf Oxalat, welches aus der Darstellung anwe¬

send sein kann, lässt nur Brit.Ph.1958 prüfen; sie verwendet für diese Prüfung

0, 5 g Substanz. Da nach unseren Feststellungen mit folgender Reaktion noch

etwa 0,1 % Oxalsäure nachgewiesen werden kann, schien uns die Ausführung

mit 5 ml Stammlösung bzw. 0,2 g 1-Ephedrinbase für angemessen. Wir formu¬

lieren die Reaktion wie folgt:

"5 ml Stammlösung werden mit verdünnter Salzsäure RS neutralisiert.

Auf Zusatz von 1 ml KalziumChlorid RS darf innerhalb 10 Minuten weder

eine Fällung noch eine Trübung entstehen (Oxalsäure). "

Sämtliche der geprüften Muster entsprachen dieser Forderung.

Prüfung auf konz. Schwefelsäure färbende Verunreinigungen: Ausser Ph.

Dan. II 1948, welche für die Färbung eine Grenzprüfung anführt, und Svenska F.

1946, welche Farblosigkeit der Lösung verlangt, lässt keine der Monographien

auf konz. Schwefelsäure färbende Verunreinigungen prüfen.

Die Lösungen von 60 mg 1-Ephedrinbase in 2 ml konz. Schwefelsäure zeig¬

ten beim Vergleich mit den Farbvergleichslösungen folgende Färbungen:

Muster I H m IV V VI VU

sofort = G„ = G» = G„ = G„ = G- = G„ = G„

5 Min. Zimmer-
- n n r n <- n n

temperatur
~

G6
"

G6
"

G6
~

G6
=

G6
=

G6
=

G6

30 Min. Zimmer-

temperatur .5565 56 5

5 Min. Wasserbad = Gg = GG4 = GGg = Gg = Gg = GG& = G4

10 Min. Wasserbad = Gg = GG4 = GG5 = Gg = Gg = GG5 = G4

Für den Pharmakopöetext formulieren wir die Forderung wie folgt:

"Die Lösung von 60 mg 1-Ephedrinbase in 2 ml konz. Schwefelsäure RS

darf sofort betrachtet nicht stärker gelb gefärbt sein als Farbvergleichs-
lösung Ggj nach 30 Minuten darf die Lösung höchstens die Färbung von

Vergleichslösung BG5 und nach Erwärmen im Wasserbad während 10 Mi¬

nuten höchstens die Färbung von Vergleichslösung Gg oder GG4 aufweisen. "
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Abwesenheit von konz. Salpetersäure färbenden Stoffen:

"Die Lösung von 30 mg 1-Ephedrinbase in 1 ml konzentrierter Salpeter¬
säure RS muss farblos sein (Morphin, Bruzin). "

Diese Prüfung wird von der Ph. Helv. V bei den meisten Alkaloiden vorge¬

nommen, um Verwechslungen mit den beiden stark wirkenden Substanzen zu ver¬

meiden. Sämtliche der geprüften Muster lösten sich farblos.

Quantitative Bestimmungen

a) Wasser- bzw. Feuchtigkeitsgehalt

Die Monographien, mit Ausnahme von NNR 1941, führen keine Bestimmung

des Wasser- bzw. Feuchtigkeitsgehaltes an, sondern berücksichtigen diesen bei

der Gehaltsbestimmung. Nach NNR 1941 wird die Base in Aether gelöst, dieser

unter vermindertem Druck abdestilliert, und der Rückstand über Kalziumchlorid

getrocknet. Die Forderung lautet, dass die kristallwasserhaltige Base mindestens

3 % und höchstens 6 % Wasser, die wasserfreie Base höchstens 1,5 % Feuchtig¬

keit enthalten dürfe. Mit dieser Methode ermittelten wir bei unseren kristallwas¬

serhaltigen Mustern nach Trocknen über Kalziumchlorid während 48 Stunden Was¬

sergehalte, die zwischen 3, 5 % und 4 % lagen und somit der gestellten Forde¬

rung entsprechen.

Nach unseren Erfahrungen ist das Hemihydrat jedoch eine sehr stabile Sub¬

stanz und weist nahezu den theoretischen Kristallwassergehalt von ca. 5,2 % auf,

so dass die mit dieser Methode erhaltenen Werte nicht den wahren Verhältnissen

entsprechen.

Durch Trocknen im Schwefelsäure-Exsikkator während 48 Stunden wies eine

sofort nach Eingang bestimmte wasserfreie Substanz einen Feuchtigkeitsgehalt

von 1,56 % auf. Bei den kristallwasserhaltigen Substanzen konnte mit dieser

Trocknungsart ein Wasserverlust von etwa 3 % erreicht werden. Nachher ist der

Wasserverlust nur noch unbedeutend und nach längerer Trocknungsdauer auch

nicht mehr genau feststellbar, da 1-Ephedrinbase schon bei Zimmertemperatur

erheblich flüchtig ist. Read (63) machte die Feststellung, dass der Gewichts¬

verlust eines der Luft ausgesetzten Musters nach 4 1/2 Monaten 33 % betrug. Wir

stellten fest, dass ein im Schwefelsäure-Exsikkator aufbewahrtes Muster inner¬

halb von 6 Monaten einen Gewichtsverlust von 9,47 % aufwies. Bei längerer
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Trocknungsdauer gehen also Wasserverlust und Gewichtsverlust, letzterer be¬

dingt durch Flüchtigkeit der Substanz, nebeneinander her.

Da die Wasserbestimmung nach Karl Fischer für kristallwasserhaltige Ver¬

bindungen die Methode der Wahl darstellt, möchten wir dieser Bestimmungsart

den Vorzug geben.

Die mittels der Karl Fischer-Titration festgestellten Wasser- bzw. Feuch¬

tigkeitsgehalte in % sind die folgenden:

Muster I n m IV V VI VH

Wassergehalt 5,09 5,08 5,12 5,07 5,14 5,03

Feuchtigkeits- n
-.*)

gehalt u>
^

*) Muster Nr. VU = wasserfreie Base, über Silikagel aufbewahrt.

1h Anlehnung an diese Resultate können wir fordern, dass der Wassergehalt

der kristallwasserhaltigen 1-Ephedrinbase bestimmt mit 1 g nach Karl Fischer

mindestens 4,8 % und höchstens 5, 4 % betragen muss.

Untersuchungen bezüglich der Hygroskopie: Wie bereits erwähnt, waren die

als wasserfrei deklarierten Muster während der Lagerung von etwa 6 Monaten

in die kristallwasserhaltigen Verbindungen übergegangen. Die Muster waren in

einem Schraubdeckelglas - wie wir sie vom Hersteller bezogen hatten - aufbe¬

wahrt und während dieser Zeit nicht geöffnet worden. Dieses Verhalten der Sub¬

stanz gab uns Anlass, festzustellen, in welcher Zeit die wasserfreie Base bei

einem konstanten Angebot von Luftfeuchtigkeit in das Hemihydrat übergeht. Gleich¬

zeitig überprüften wir das Verhalten des Hemihydrates, welches nach Moore

und Tabern (64) eine stabile Substanz darstellt, die weder Wasser aufnimmt,

noch leicht Wasser abgibt.

Für diese Untersuchung verwendeten wir frisch eingegangene 1-Ephedrinbase,

deren Gehalt im Mittel 98,28 % betrug. Je 0, 5 g fein pulverisierte Base wurden

im Schwefelsäure-Exsikkator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Trocknung

erfolgte während 48 Stunden, der ermittelte Feuchtigkeitsgehalt betrug 1,56 %.

Drei auf diese Art vorbehandelte Proben desselben Musters wurden einer relati¬

ven Luftfeuchtigkeit von 60 % ausgesetzt, dh. in einem Exsikkator aufbewahrt,
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welcher mit 38 %iger Schwefelsäure beschickt war. Die Feuchtigkeitszunahme

wurde auf das nach der Trocknung über konz. Schwefelsäure bis zur Gewichts¬

konstanz ermittelte Gewicht bezogen. Die Wägungen erfolgten nach 30', 1
,

4
,

6h, 24h und 3 Tagen.

Die Feuchtigkeitszunahme in % nach den einzelnen Wägungen ist in folgen¬

der Tabelle veranschaulicht.

Tabelle 4 Feuchtigkeitszunahme einiger Muster innerhalb von 3 Tagen

Zeit

Feuchtigkeitszunahme in %

30*

Probe I Probe II Probe m Mittelwert

0,22 0,14 0,16 0,17

60' 0,36 0,26 0,33 0,32

4h 3,16 3,79 2,92 3,29

6h

24h

48h

3,85

4,21

4,65

4,15

4,87

4,99

4,15

4,41

4,79

4,05

4,50

4,81

3 Tage 4,88 5,16 5,04 5,03

Li der ersten Stunde ist die Zunahme gering, um dann nach 6 Stunden be¬

reits 4 % zu erreichen. Nachher erfolgt der Anstieg nicht mehr rasch. Nach 3

Tagen ist keine Zunahme mehr zu verzeichnen.

Der Feuchtigkeits- bzw .Wassergehalt der drei Proben nach Aufbewahrung

in einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 % beträgt somit:

Probe I Probe n Probe TU

4,65 % 4,90 % 4,80 %

Von jeder der drei Proben wurde sodann der Wassergehalt nach Karl Fischer

bestimmt. Es ergaben sich folgende Werte:

Probe I Probe n Probe m

5,07 % 5,15 % 5,22 %
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Die mit der Karl Fischer-Methode ermittelten Werte liegen etwas höher.

Der Grund dafür liegt darin, dass die bis zur Gewichtskonstanz getrocknete

Ausgangssubstanz noch etwas Feuchtigkeit enthielt, welche bei* der nachfolgenden

Prüfung auf Feuchtigkeitszunahme nicht erfasst werden konnte. Der theoretische

Kristallwassergehalt des Hemihydrates beträgt 5,17 %. Die Werte der Karl

Fischer-Bestimmung, welche als die genaueren zu betrachten sind, entsprechen

diesem theoretischen Wert.

Gleichzeitig mit den Proben des wasserfreien Musters wurden zwei Proben

eines als Hemihydrat vorliegenden Musters der relativen Luftfeuchtigkeit von 60%

ausgesetzt. Dieses Muster wies einen mittleren Gehalt von 94,63 % auf. Die Pro¬

ben zeigten innerhalb der beobachteten Zeit keine Gewichtszunahme.

Die Karl Fischer-Titration ergab folgende Werte:

Probe I Probe n

5,13 % 5,26 %

Diese Wassergehalte entsprechen dem Hemihydrat, woraus folgt, dass letzteres

eine beständige Substanz darstellt und nicht die Tendenz aufweist, in höher kris¬

tallwasserhaltige Verbindungen überzugehen.

Aus dem beschriebenen Versuch geht hervor, dass wasserfreie 1-Ephedrin-

base ausserordentlich hygroskopisch ist und bei Einwirkung von Luftfeuchtigkeit

soviel Feuchtigkeit aufnimmt, als zur Bildung des Hemihydrates notwendig ist.

Das entstandene Hemihydrat ist stabil und behält auch bei weiterem Angebot von

Luftfeuchtigkeit einen konstanten Kristallwassergehalt von ca. 5,2 %.

Das starke hygroskopische Verhalten der wasserfreien 1-Ephedrinbase ver¬

anlasste uns im weiteren dazu, ein Muster sofort nach Eingang in verschiedenar¬

tige Gläser abzufüllen und nach bestimmter Zeit den Feuchtigkeitsgehalt mittels

der Karl Fischer-Methode zu überprüfen. Nach ca. zwei Monaten wies die in

einem Schraubdeckelglas aufbewahrte Probe bereits 4,36 % Feuchtigkeit auf. Bei

der in einer Glasstopfenflasche aufbewahrten Substanz resultierte der immerhin

beträchtliche Gehalt von 2,80 %, während eine in einer Hohlstopfenflasche über

Silikagel aufbewahrte Probe einen Gehalt von nur 0,14 % Feuchtigkeit zeigte.

Wir leiten daraus die Folgerung ab, dass wasserfreie 1-Ephedrinbase über

einem Trocknungsmittel aufzubewahren ist, denn nur bei solcher Aufbewahrung

ist ein konstanter Gehalt von annähernd 100 % Base gewährleistet.
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b) Verbrennungsrückstand

Nach den meisten Vorschriften soll der nicht verbrennbare Anteil höchstens

0,1 % betragen. Svenska F. 1946, welche die Bestimmung mit nur 0,1 g Sub¬

stanz vornehmen lässt, gestattet maximal 1 %. Wir verwendeten für die Bestim¬

mung 0,5 g Substanz. Unser diesbezüglich schlechtestes Muster wies einen Rück¬

stand von 0,1 % auf, während sämtliche übrigen Muster Rückstände von 0,05 %

hinterliessen. In Anbetracht dieser Werte glauben wir uns den Forderungen der

Monographien anschliessen zu können und verlangen, dass 0,5 g 1-Ephedrinbase

keinen wägbaren Verbrennungsrückstand hinterlassen dürfen (0,1 %).

c) Gehaltsbestimmungen

Nach den Angaben der Literatur kann 1-Ephedrinbase auf verschiedene Ar¬

ten bestimmt werden. Ein Verfahren nach Wickstrijim und Salveson (65)

beruht auf der kolorimetrischen Bestimmung von Azetaldehyd, der durch Einwir¬

kung von Perjodsäure aus Ephedrin entsteht. Bei dem von Chatten und Pugs-

ley (66) entwickelten Verfahren wird die Farbe des Umsetzungsproduktes von

Ephedrin mit Pikrylchlorid in Benzollösung spektrophotometrisch gemessen.

Keller und Weiss (49) schlagen die quantitative Bestimmung mit Hilfe von

Natriumtetraphenolborat vor.

Sämtliche Monographien lassen eine alkalimetrische Titration ausführen, wo¬

bei die alkoholische Lösung der Base mit einem Säureüberschuss versetzt, und

dieser dann mit Lauge zurücktitriert wird. Nur Ph. Dan. n 1948 lässt die Base

auf direktem Wege mit Säure titrieren.

Die Gehaltsforderungen der Monographien:

USP XIV mindestens 94 %
mindestens 98,5 %

Brit.Ph.1958 94 - 95 %

Ph. Dan. 1948 H 98,4 - 100,2 %
93,3 - 95,0 %

Ph.Belg.IV q4
ql-

a,

Suppl. 1951
94 95 /o

Codex Gall. 7 mindestens 98,5 %

Svenska F. 1946 93,3 - 95,3 %

NNR 1941 98 - 100 %
94 - 96 %

(bei Vorliegen des Hemihydrates)
(bei Vorliegen der wasserfreien Base)

(bezogen auf die wasserfreie Base)

(bezogen auf das Hemihydrat)
(bezogen auf die wasserfreie Base)

(bezogen auf die wasserfreie Base)

wasserfreie Base

(bezogen auf die wasserfreie Base)

(bei Vorliegen der wasserfreien Base)
(bei Vorliegen des Hemihydrates).
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Wir führten folgende Untersuchungen aus:

1. Indirekte alkalimetrische Titration: Ca. 0,3 g ungetrocknete 1-Ephedrin-

base (genau gewogen) lösten wir in 5 ml säurefreiem Aethanol 94 %, fügten 25 ml

0,1 N-Salzsäure (genau gemessen) und 5 Tropfen Methylrot RS hinzu und titrier¬

ten den Säureüberschuss mit 0,1 N-Natronlauge zurück.

1 ml 0,1 N-Salzsäure entspricht 0,01742 g C1QH15ON • 1/2 H„0

2. Direkte alkalimetrische Titration: Ca. 0,2 g ungetrocknete 1-Ephedrin-

base (genau gewogen) lösten wir in 10 ml säurefreiem Aethanol 70 % und titrier¬

ten unter Verwendung von 3 Tropfen Taschiro-Indikator RS mit 0,1 N-Salzsäure

bis zum Farbumschlag in Rotviolett.

1 ml 0,1 N-Salzsäure entspricht 0,01742 g ClnH1(.ON • 1/2 Ho0
XU 10 2t

Muster in titrierten wir ausserdem noch potentiometrisch und führten als

Indikator entweder Methylrot RS oder Taschiro-Indikator RS mit, um festzustel¬

len, welcher der beiden Indikatoren besser geeignet sei. Wir ermittelten folgende

Werte in %:

Methylrot Taschiro-Indikator

visuell potentiometrisch visuell potentiometrisch

99,77 99,71 99,67 99,72

99,89 99,75 99,87 99,74

99,68 99,69 99,77 99,72

99,78 99,72 99,77 99,74 Mittelwert

Wie aus den Titrationskurven (Abb. 4) ersichtlich ist, liegen die Umschlags¬

punkte beider Indikatoren im Bereich des grössten Potentialsprungs (Aequivalenz-

punkt der zu titrierenden Base). Daraus geht hervor, dass für die alkalimetrische

Titration von 1-Ephedrinbase mit 0,1 N-Salzsäure sowohl Methylrot RS als auch

Taschiro-Indikator RS verwendet werden kann.

3. Titration mit Perchlorsäure in Eisessig: Diese Bestimmung wurde in

einer gegen Luftfeuchtigkeit vollkommen abgeschlossenen Apparatur ausgeführt,
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da die Substanz azetylierbar ist und deshalb weder Vorlage noch Lösungsmittel

oder Titrierflüssigkeit Essigsäureanhydrid im Ueberschuss enthalten dürfen. Wir

verwendeten die von der Ph. Helv. V, Suppl. III zur Bestimmung des Wassergehal¬

tes nach Karl Fischer vorgeschriebene Apparatur. Das eine Vorratsgefäss ent¬

hielt den als Lösungsmittel bestimmten wasserfreien Eisessig, das zweite Vor¬

ratsgefäss die Titrierflüssigkeit (0,1 N-Perchlorsäure in Eisessig). Die Trocken¬

rohre der Vorratsgefässe waren mit Essigsäureanhydrid beschickt.

Für die potentiometrischen Kontrollbestimmungen lösten wir jeweils ein Mil-

limol = 0,1742 g ungetrocknete 1-Ephedrinbase in 50 ml wasserfreiem Eisessig

und titrierten nach Zusatz von 3 Tropfen Kristallviolett RS mit 0,1 N-Perchlor¬

säure in Eisessig bis zum grossten Potentialsprung, indem wir die Farbänderung

des Indikators beobachteten. Der Umschlag erfolgt von Reinblau nach Grünstichig-

blau und ist auf einen Tropfen genau zu erkennen. Die Titrationskurve ist aus

Abb. 5 ersichtlich.

Für die visuelle Titration lösten wir jeweils ca. 0,2 g ungetrocknete 1-Ephe-

drinbase (genau gewogen) in 30 ml wasserfreiem Eisessig und titrierten unter

Verwendung von 3 Tropfen Kristallviolett RS mit 0,1 N-Perchlorsäure in Eisessig

bis zum ersten Grünstich.

1 ml 0,1 N-Perchlorsäure entspricht 0,01742 g C^IL-ON • 1/2 HgO

Die Titrationen wurden so rasch als möglich ausgeführt, um die Azetylierung,

welche unter Umständen sogar schon in anhydridfreiem Eisessig stattfinden kann,

zu verunmöglichen. Wir erhielten jedoch auch bei den etwas mehr Zeit beanspru¬

chenden potentiometrischen Titrationen stets Resultate, die eine Azetylierung der

Substanz ausschliessen. Der Kristallwassergehalt der Base wurde ebenfalls nicht

als störend empfunden.

4. Gravimetrische Bestimmung als Tetraphenylborat: Im Prinzip verfuhren

•wir nach der von Keller und Weiss (49) vorgeschlagenen Methode.

Wir lösten ca. 50 mg 1-Ephedrinbase (genau gewogen) in der Mischung von

50 ml Wasser und 10 Tropfen verdünnter Essigsäure RS (pH-Wert ca. 4,5) und

versetzten die auf 40° erwärmte essigsaure Lösung tropfenweise unter häufigem

Umrühren mit 6 ml klar filtriertem Kalignost RS. Nach dem Abkühlen auf 18°

filtrierten wir durch einen Glasfiltertiegel G.. Dann wurde der Niederschlag
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pH
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0,1 N-Salzsäure

ot

violett
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î
c

t-

a>

10 11ml

Abb. 4 Titrationskurve von 1-Ephedrinbase

Einwaage: 1 Milliäquivalent, Potentialanstieg zwischen 8 ml und 11 ml 0,1 N-

Salzsäure; Indikator: Methylrot RS oder Taschiro-Indikator RS

zuerst mit 50 ml einer Waschflüssigkeit (bestehend aus 3 ml Kalignost RS und

0, 5 ml konzentrierter Essigsäure RS auf 100 ml Wasser) und nachher noch mit

5 ml Eiswasser gewaschen, scharf abgesaugt und bei 60 bis zur Gewichtskon¬

stanz getrocknet. Genannte Autoren geben eine Trocknungstemperatur von 120

an, wir stellten jedoch schon bei 20 Verfärbungen der Niederschläge fest.

1 g Ephedrin-tetraphenylborat entspricht 0,3597 g C1QH15ON
• 1/2 HgO

Es ergaben sich folgende Resultate

Muster in
92,86 %

93,96 %
96,55
94,20

Die mit dieser Methode erhaltenen Werte liegen viel zu tief. Die grossen

Schwankungen treten wahrscheinlich wegen ungenügender Ausfällung der Tetra-

phenylborate auf.
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violettblau

violett

8 10

0,1 N-Perchlorsaure

12ml

Abb. 5 Titrationskurve von 1-Ephedrinbase

Einwaage: 1 Milliäquivalent, Potentialanstieg zwischen 8 ml und 12 ml 0,1 N-

Perchlorsäure; Indikator: Kristallviolett RS

5. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: Diese Bestimmungsmethode wurde

nach der im Allgemeinen Teil angegebenen Vorschrift mit ca. 0, 2 g ungetrock-

neter 1-Ephedrinbase (genau gewogen) vorgenommen. Die geprüften Muster zeig¬

ten folgende Resultate:

Handelsmuster

I

n

m

IV

Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl

99,45 % 99,52 %

99,38 % 99,25 %

99,32 % 99,18 %

99,41 % 99,34 %
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V

VI

vn

99,14 % 99,30 %

99,20 % 99,42 %

99,51 % 99,26 %

Zusammenstellung der Resultate (Methode 1-3)

Muster alkalimetrisch alikalimetrisch

direkt indirekt

Perchlorsäure

n

m

IV

VI

vn

99,98 %

99.89 %

99.90 %

99,92 %

99.97 %

99,82 %
99.98 %

99,92 %

99.91 %

99,89 %
99,85 %

99,88 %

99,94
99,89
99,87

99,90

99,93 %

99,88 %

99,95 %

99,92 %

99.82 %

99,90 %

99,76 %

99.83 %

99,92 %

99,86 %

99,78 %

99,85 %

99,76 %

99,72 %

99,88 %

99,79 %

99,68 %
99.76 %

99.88 %

99.77 %

99.77 %

99,82 %

99.78 %

99.79 %

99.71 %
99.89 %
99,84 %

99.81 %

99.72 %

99,84 %

99,89 %

99.82 %

99,57 %

99,64 %

99,77 %

99,66 %

99,84 %

99,70 %

99.73 %

99,76 %

99,70 % visuell

99,53 % visuell

99, 59 % potentiometrisch

99,61 % Mittelwert

99,80 % visuell

99.62 % visuell

99.67 % potentiometrisch

99,70 % Mittelwert

99,48 % visuell

99.69 % visuell

99,61 % potentiometrisch

99,59 % Mittelwert

99.79 % visuell

99.70 % visuell

99.64 % potentiometrisch

99.71 % Mittelwert

99.80 % visuell

99,59 % visuell

99.65 % potentiometrisch

99.68 % Mittelwert

99.55 % visuell

99.72 % visuell

99.63 % potentiometrisch

99,63 % Mittelwert

99.56 % visuell

99,65 % visuell

99,68 % potentiometrisch

99,63 % Mittelwert
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In Anlehnung an die erhaltenen Werte ist die strenge Forderung, dass kris-

tallwasserhaltige 1-Ephedrinbase mindestens 99,2 % und höchstens 100,2 %

C^Hj-ON • V2 H„0 enthalten muss, wohl berechtigt.

Da eine relativ starke Base vorliegt, welche alkalimetrisch gut bestimmbar

ist, geben wir dieser einfachen Methode den Vorzug. Fur Pharmakopoezwecke

schlagen wir die direkte Titration mit 0,1 N-Salzsaure unter Verwendung von

Taschiro-Indikator RS vor.

Bemerkung zur arzneilichen Vorschrift

Die Base wird hauptsachlich fur ohge Zubereitungen, meist in einer 1 %igen

Losung in Paraffinol, verwendet, da sie in Oelen besser loslich ist als ihre Sal¬

ze. Rosin, Eg er und Mack (67) haben die Loslichkeit der wasserfreien, so¬

wie der kristallwasserhaltigen Base m Paraffinol untersucht. Sie stellten fest,

dass sich in 100 ml Paraffinol bei 20 ca. 2,2 g wasserfreie, ]edoch nur ca.

0,9 g kristallwasserhaltige Base losen. In Anbetracht dieser Eigenschaft ware

es angezeigt, die wasserfreie Base als offizinell zu erklaren. Dagegen spricht

die Tatsache, dass letztere ausserordentlich hygroskopisch ist. Sämtliche Phar¬

makopoen, mit Ausnahme von Codex Gall. 7, fuhren wohl aus genanntem Grunde

das Hemihydrat auf. USP XV 1960 hat die Base - in USP XIV waren noch was¬

serfreie und kristallwasserhaltige Substanz zugelassen - aus dem Arzneisohatz

gestrichen. Auf Grund der ausgeprägten hygroskopischen Eigenschaft der wasser¬

freien Base ist wohl trotz der weniger guten Loslichkeit in Paraffinol der kristall¬

wasserhaltigen Substanz der Vorzug zu geben. Letztere weist einen konstanten

Gehalt auf und benotigt keine besonderen Vorschriften bezuglich der Aufbewah¬

rung.

In Uebereinstimmung mit den anderen Arzneibuchern schlagen wir die kris¬

tallwasserhaltige Base zur Aufnahme in die Pharmakopoe vor.

Vorschlage zur Dosierung

Maximaldosen und Gebrauchsdosen bringen wir analog 1-Ephednnhydrochlo-

rid (s. Seite 137) in Vorschlag.
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Untersuchung von Handelsmustern

SinnenprüfUng

Farbe Kristalle

farblos

Kristalle

farblos

Granulat

weiss

Kristalle

farblos

Kristallmasse

weiss

Granulat

weiss

Kristallmasse

weiss

Geruch schwach

aminartig

schwach

aminartig

schwach

aminartig

schwach

aminartig

schwach

aminartig

schwach

aminartig

schwach

aminartig

Geschmack bitter bitter bitter bitter bitter bitter bitter

Identitätsprufungen

Biuretreaktion + + + + + + +

Abspaltung von

Benzaldehyd
+ + + + + + +

Fällung mit Dragen- . .

dorff-Reagens
nur waaem

Pikrat-Schmelzpunkt 93,5-94,5°

nur Nadeln

93,2-94,5°

nur Nadeln nur Nadeln

93,8-94,6° 93,5-94,6°

nur Nadeln

93,5-94,5°

nur Nadeln

93,7-94,6°

nur Nadeln

93,2-94,2°

Reinheitsprufungen

Smp. des Hydrochlo-
^ 4_gl^ 4o 218> 4_21^ g0 217; 9_218i flo 218> 2_219f gO n^ 4_21g^ g0 218> 9.219( go 218> 4_219^ ßo

klar und farb¬

los

11,19

rides

Loslichkeit

Reaktion der Stamm¬

losung potentiome-
trisch

pH-Vergleichslösungen 11,00

Spezifische Drehung - 34,69°
Schwermetalle

Chlorid

Sulfat

Oxalat

konz. Schwefelsaure

färbende Stoffe

sofort

5' Zimmertemperatur

30' Zimmertemperatur

5'Wasserbad

10' Wasserbad

= G6
= G6
= BGR

konz. Salpetersäure
färbende Stoffe

= G3

farblos

klar und farb¬

los

= G6

iG6
= BGr

5

. GG4

. GG„

klar und färb- klar und farb¬

los los

11,23

= G6
= G6
= BG6
= GG5
= GG5

klar und farb¬

los

klar und färb- klar und färb-

10,90 11,10 11,00 11,10 11,20 11,10

34,70° -34,63° -34,91° -34,57° -34,80° -34,75°

= G6
= G6

-BG5
-G,

= G6 "G8 G6

G6 '% = G6
= BG6 -BG6 = BG,

= G3 = GG5 = G4
= G3 -GG5 G4

blos farblos farblos

Quantitative Bestim¬

mungen

Wassergehalt bzw.

Feuchtigkeitsgehalt

Verbrenmingsruck-
stand

unwägbar unwägbar

5,07%

unwägbar unwägbar

5,14% 5,03%

unwägbar unwägbar

0,14%

direkte alkalimetr.

Titration

Perchlorsäure-Titr.

visuell

potentiometrisen

Stickstoff nach

Kjeldahl

99,77%

99,71%
99,67%

99,75%
99,64%

99,70%
99,65%

99,22%

99,64%
99,63%

99,31%
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Ephedrinum basicum

Syn. : 1-Phenylmethylaminopropanolum

1-Ephedrinbase Ephedrine lévogyre Efedrina levogyra

CH - CH - CH, • 1/2 H„0

II3
*

OH NH -

CHg

C10H15ON " 1//2 H2° Mol.-Gew. 174,2

f-l-Phenyl-2-methylamino-propanol-(l) • l/2 H„0 mit einem Gehalt von mnv

stens 99,2(99,2 - 100,2)% C1QH15ON • 1/2 H20.

Prüfung

Stammlösung S: 0,8 g, fein pulverisiert, werden in 20 ml frisch ausgekoch¬
tem und wieder erkaltetem Wasser gelöst. Die Lösung dient als S für die Prü¬

fungen 2b,c,d, 4,5,7,8,9,10 und 11.

1. Sinnenprüfung: Farblose Kristalle, wachsartige Kristallmasse, weisses

kristallines Pulver oder Granulat von schwach aminartigem Geruch und bitterem

Geschmack.

2. Nachweis der Ephedrinbase:
a) Die Lösung von 0,2 g in 30 ml Chloroform wird etwa 12 Stunden bei

Zimmertemperatur stehen gelassen. Die nach dem Verdunsten des Chloroforms

ausgeschiedenen Kristalle werden zuerst mit 10 ml Chloroform, dann noch zwei¬

mal mit je 5 ml Chloroform gewaschen. Die Kristalle geben die Identitätsreak¬

tion auf Chlorid und zeigen nach dem Trocknen bei 103 - 105° einen Schmelzbe¬

reich von 217,0 - 220,0° (korr.).

b) Die Mischung von 0,5 ml S und 0,5 ml Wasser ergibt mit 1 Tropfen
Kupfersulfat RS eine intensiv violette Färbung. Wird die Flüssigkeit nach Zusatz

von 1 ml verdünnter Natronlauge RS mit 1 ml Aether geschüttelt, so nimmt die

Aetherphase eine pupurne Färbung an, während die Farbe der wässrigen Phase

nach Hellblau umschlägt (Amphaetamin).

c) Wird die Mischung von 1 ml S und 5 ml Wasser mit einem kleinen Kris¬

tall Ferrizyankalium und einigen Tropfen verdünnter Natronlauge RS erwärmt, so

entwickelt sich der Geruch nach Benzaldehyd (Amphaetamin, Methylamphaetamin).

d) Wird die Mischung von 1 ml S und 3 Tropfen verdünnter Essigsäure RS

mit 3 ml Pikrinsäure RS versetzt, so entsteht eine gelbe Trübung, die sich un-
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ter schwachem Erwärmen wieder löst. Man lässt erkalten, bis die Trübung wie¬

der erscheint, und beschleunigt durch Reiben der Reagensglaswände mit einem

Glasstab die Ausfällung. Der Niederschlag wird abgenutscht, mit 5 ml Wasser

gewaschen und in 4 ml heissem Benzol gelöst. Nach dem Erkalten scheidet sich

das Pikrat in Form von feinen Nadeln ab. Diese werden abgenutscht, mit 5 ml

Benzol gewaschen und während 24 Stunden im Schwefelsäure-Exsikkator getrock¬
net. Der Schmelzbereich muss zwischen 93° und 95° (korr. ) liegen.

3. Spezifische Drehung: - 34 bis - 35
,
bestimmt mit einer Lösung von

0,8637 g ûngetrockneter Substanz, entsprechend 1,0000g 1-Ephedrinhydrochlorid,
in 6 ml 1 N-Salzsäure + Wasser zu 20 ml.

4. Reaktion: pH von S = 10,80 - 11,40, bestimmt mit pH-Vergleichslösun¬

gen.

5. Eigenschaften der Lösung: S muss klar und farblos sein.

6. Schwefelsäureprobe: 60 mg in 2 ml konzentrierter Schwefelsäure RS

gelöst, dürfen sofort betrachtet nicht stärker als Farbvergleichslösung Gfi, nach

30 Minuten nicht stärker als Farbvergleichslösung BG5 und nach Erwärmen im

siedenden Wasserbad während 10 Minuten nicht stärker als Farbvergleichslösung

G3 oder GG4 gefärbt sein.

7. dl-Ephedrin: Wird die Mischung von 0, 5 ml S, 0, 5 ml Wasser und 3

Tropfen verdünnter Schwefelsäure RS mit 2 ml Dragendorff-Reagens versetzt

und einmal rasch durchgeschüttelt, so entsteht binnen einiger Minuten eine volu¬

minöse, ziegelrote Fällung. Nach dem Stehen über Nacht dürfen bei der Betrach¬

tung des Niederschlages unter dem Mikroskop nur nadeiförmige Kristalle erkenn¬

bar sein (dl-Ephedrin).

8. Schwermetalle: 2 ml S müssen den Anforderungen der Grenzreaktion

a II entsprechen.

9. Chlorid: 1 ml S muss den Anforderungen der Grenzreaktion a H ent-

sprechen.

10. Oxalat: 5 ml S werden mit verdünnter Salzsäure RS neutralisiert. Auf

Zusatz von 1 ml Kalziumchlorid RS darf innerhalb 10 Minuten weder eine Fällung
noch eine Trübung entstehen.

11. Sulfat: 1 ml S muss den Anforderungen der Grenzreaktion a II ent¬

sprechen.

12. Wassergehalt: 4,8 - 5,4 %, bestimmt mit 1 g nach Karl Fischer.

13. Verbrennungsrückstand: Unwägbar, bestimmt mit 0,5 g.

14. Gehalt: Ca. 0,2 g ungetrocknete Substanz (genau gewogen) werden in

10 ml Aethanol 70 % gelöst und unter Verwendung von 3 Tropfen Taschiro-Indi-

kator RS mit 0,1 N-Salzsäure bis zum Farbumschlag von Grün nach Rotviolett

titriert.
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1 ml 0,1 N-Salzsäure entspricht 17,42 mg C1QH15ON • 1/2 H„0

Der so gefundene Gehalt muss 99,2 - 100,2 % betragen.

Aufbewahrung: In gut verschlossenem Behälter, vor Licht geschützt.

Sterilisation von öligen Lösungen: 2 Stunden bei 120 (Trockenschrank).
Erhitzen im gesättigten Wasserdampf unter Druck während 15 - 20 Minuten bei

110 - 120O (Autoklav).

Maximaldosen:

Dosis maxima simplex 0,1 g

Dosis maxima pro die 0,3 g

Separandum

Gebrauchsdosen (Vorschlag) :

Einzeldosis 0,025 - 0,05 g

Tagesdosis 0,1 - 0,2 g

Löslichkeit: 1 T. löst sich in 20 T. Wasser, 20 T. Glyzerin, 25 T. Oli-

venöl, 110 T. Paraffinöl (die Löslichkeit in Paraffinöl kann erhöht werden, wenn

die zu lösende Base mit der gleichen Menge Oelsäure angerieben wird; Kampfer,
Menthol und Thymol bewirken ebenfalls eine Erhöhung der Löslichkeit in Paraf¬

finöl). Leicht löslich in Aethanol, Aether und Chloroform.

Inkompatibilitäten: Jod, Gerbsäure (Fällung); Silbersalze werden in wässri-

ger Lösung zu metallischem Silber reduziert; aus Trichlorisobutylalkohol wird

Salzsäure in Freiheit gesetzt.
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3.3.4. Ephedrinium chloratum

Syn. : Ephedrini hydrochloridum, Phenylmethylaminopropanolum hydro-

chloricum

( V CH - CH - CH„

\=J | |
3

OH NH„- CH,

© 2 à

C10H15ON HCl

Clv

Mol. -Gew. 201.7

Ephedrinum hydrochloricum

Ephedrine Hydrochloride

Ephedrini Hydrochloridum

Ephedrini hydrochloridum

Ph.Helv.V, Ausg. 1953, p. 354

Brit. Ph. 1958, p. 247

Ph.Int., Vol. I, p. 104

Ph. Dan. K, Vol.n, p. 306,
Svenska F. XI, p. 210

Ephedrine (Chlorhydrate D') Codex Gall. 7, p. 257

Ephedrini Hydrochloridum Laevogyrum Ph.Belg. IV, p. 275

Ephedrinum hydrochloricum DAB 6, 3. Nachtrag, 1959, p. 233

Für die Darstellung, die möglichen Verunreinigungen, die Identitäts- und

Reinheitsprüfungen gelten im allgemeinen die für Ephedrinum basicum gemach¬
ten Angaben sinngemäss. Wir beschränken uns daher auf die Beschreibung der

davon abweichenden Untersuchungen.

Darstellung

Eine konzentrierte wässrige Lösung von 1-Ephedrinbase wird mit Salesäure

neutralisiert. Das nach dem Abdampfen auf dem Wasserbad abgeschiedene Alka-

loidsalz kann je nach dem Reinheitsgrad der verwendeten Base aus absolutem

Alkohol unter Eiskühlung und Aetherzusatz wiederholt umkristallisiert werden

(44). Die Darstellung der Base erfolgt zwecks Abtrennung von Nebenalkaloiden

oft über das Hydrochlorid (vgl. Darstellung von Ephedrinum basicum, Seite 91).

Sinnenprüfung

Alle fünf Handelsmuster lagen als längliche Prismen von gröberer und fei¬

nerer Struktur vor. Die von Ph.Helv.V angewandte Bezeichnung "nadeiförmige
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Kristalle" ist u. E. nicht ganz zutreffend. Die Monographien fordern farblose

Kristalle oder weisses kristallines Pulver. Die Substanzen waren geruchlos und

von bitterem Geschmack. Wir kommen zur folgenden Formulierung:

"Farblose Kristalle oder weisses kristallines Pulver ohne wahrnehmbaren

Geruch und von bitterem Geschmack. "

Identitätsprüfungen

Stammlösung: Die Identitäts- und Reinheitsprüfungen werden in der 5%igen

(= ca. 0,25 m) Stammlösung (Herstellung vgl. unter Reinheitsprüfungen, S. 128)

vorgenommen.

Nachweis der Ephedrinbase: Die Mehrzahl der Monographien führt sowohl

die Biuret-Reaktion als auch die Reaktion mit Kaliumferrizyanid bzw. Kaliumper¬

manganat (Abspaltung von Benzaldehyd) aus. Codex Gall. 7 isoliert ausserdem

noch die Base und bestimmt deren Schmelzbereich. Brit. Ph. 1958 und Ph. Int. Vol. I

lassen u.a. die aus dem Hydrochlorid mit Natronlauge freigesetzte Base in Chlo¬

roform lösen und identifizieren diese auf Grund der Eigenschaft, bei Gegenwart

von Chloroform in das Hydrochlorid überzugehen.

Als Identitätsprüfungen für die Ph. Helv. VI möchten wir die Biuret-Reaktion

in der für 1-Ephedrinum basicum empfohlenen Modifikation, die Reaktion mit Ka¬

liumferrizyanid, sowie die Herstellung des Pikrates vorschlagen. Anhand des

Pikrat-Schmelzbereiches kann 1-Ephedrin von dl-Ephedrin und d-Pseudoephedrin

eindeutig unterschieden werden.

Die Ausführung genannter Reaktionen ist im Artikel-Vorschlag beschrieben.

Alle geprüften Muster entsprachen den Forderungen der Identitätsprüfungen.

Nachweis des Säureanteiles: Die Stammlösung ergibt die Identitätsprüfung

auf Chlorid.
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Reinheitsprüfungen

a) Physikalische und physikalisch-chemische Prüfungen

Schmelzbereich: Die in den Literaturangaben geforderten Werte für den

Schmelzbereich von 1-Ephedrinhydrochlorid betragen:

Ph.Helv.V 212 - 215° (unkorr.)

Brit. Ph. 1958

Ph.Int.Vol. I 217 - 220° (korr.)
DAB 6, 3. Nachtrag

Ph.Dan.DC 218 - 221° (korr.)

Svenska F. XI 215 - 220°

Codex Gall. 7 213 - 216°

Merck Index 7th. Ed. (153) 216 - 220° (korr.)

Manske und Holmes (60) 220 - 221°

Lebeau und Janot (61) 215°

Merck (62) 218 - 219°

Die mit unseren Mustern ermittelten Werte betragen:

Handelsmuster Schmelzbereich

unkorr. Wert korr. Wert

I 211,0 - 212,5° 216,8 - 218,4°
II 212,0 - 213,0° 217,9 - 218,9°
in 211,5 - 212,5° 217,3 - 218,4°
IV 212,5 - 213,7° 218,4 - 219,7°
V 211,5 - 213,0° 217,3 - 218,9°

Der.von Ph.Helv.V geforderte Schmelzbereich von 212 - 215 entspricht

einem korr. Intervall von 217,9 - 221,1 .
Wie es sich gezeigt hat, wird die un¬

tere Grenze von manchen Handelsmustern unterschritten und die obere von keinem

Muster erreicht. In Anlehnung an andere Monographien möchten wir deshalb ein

korr. Intervall von 217,0 - 220,0 vorschlagen.

Löslichkeit, Prüfung auf unlösliche und färbende Verunreinigungen: Die Mo¬

nographien, welche diese Prüfung durchführen, verwenden dazu eine 2 %ige bzw.
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5 %ige Lösung und fordern, dass diese klar und farblos sein soll. Wie Ph. Helv.

V, nahmen wir die Prüfungen in der 5 %igen (= ca. 0,25 m) Stammlösung vor.

Zu deren Zubereitung lösten wir ca. 1 g getrocknete Substanz (genau gewogen)

in 5 ml frisch ausgekochtem und wieder erkaltetem Wasser. Die Substanzmuster

lösten sich alle völlig klar. Ein Vergleich mit den Farbvergleichslösungen der

Ph. Helv. V, Suppl. HI erübrigt sich, da sämtliche Muster farblose Lösungen er¬

gaben. Die in einem Messkölbchen von 20 ml Inhalt mit frisch ausgekochtem und

wieder erkaltetem Wasser bis zur Marke ergänzte Lösung dient als Stammlösung

(= S) für eine Anzahl Identitäts- und Reinheitsprüfungen.

Reaktion der Stammlösung: Die Forderungen der Monographien lauten:

Brit. Ph. 1958 0, 2 g Substanz gelöst in 10 ml Wasser darf

bei Titration mit 0,02 N-Natronlauge oder

0,02 N-Salzsäure gegen Methylrot maximal

0,1 ml verbrauchen.

Ph. Int. Vol. I 5 %ige. Lösung neutral gegen Lakmus.

DAB 6, 3. Nachtrag 5 %ige Lösung darf durch 1 Tropfen Methylrot
weder gelb noch rot gefärbt werden.

Ph. Dan. IX Wässrige Lösung neutral oder schwach sauer,

pH nicht unter 5,4.

Svenska F. XI 5 %ige Lösung soll neutral sein.

Codex Gall. 7 Wässrige Lösung neutral gegen Lakmus.

Ph. Belg. IV 5 %ige Lösung neutral gegen Lakmus.

Ph. Helv. V limitiert den pH-Wert der Stammlösung mit folgender Vorschrift:

"Je 1 ml der Stammlösung muss durch 1 Tropfen Bromthymolblau gelb
oder grünlichgelb, aber nicht grün, durch 1 Tropfen Methylrot gelb, orange

oder rot, aber nicht stärker rot gefärbt werden als 1 ml einer Mischung
von 3 ml Natriumazetat + 3 ml verdünnte Essigsäure R + Wasser zu

.

20 ml. "

Die Stammlösungen unserer Muster wiesen folgende pH-Werte auf:

Handelsmuster pH-Wert

potentiometrisen

pH-Wert

Farbtabelle Ph.Helv.V Suppl. m

I 5,85 5,80

n 5,93 5,80

m 6,25 6,20
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IV 5,75 5,60

V 6,00 6,00

Auf Grund unserer Resultate schlagen wir vor, dass der pH-Wert der

Stammlösung zwischen 5,4 und 6,4 liegen soll.

Spezifische Drehung: Die Bestimmung der spezifischen Drehung wird mit

der Stammlösung ausgeführt, weshalb diese mit einer genau gewogenen Menge

Substanz in einem Messkölbchen hergestellt wird.

In der Literatur finden sich für die spezifische Drehung von 1-Ephedrin-

hydrochlorid folgende Angaben, die sich meist auf eine 5 %ige wässrige Lösung

beziehen.

Ph. Helv. V

Ph. Belg. IV

DAB 6, 3. Nachtrag

-34 bis -35°

Brit.Ph. 1958 -33 bis -35, 5°

Ph. Int. Vol. I -33 bis -36°

Ph. Dan. IX -33 bis -35°

Svenska F. XI ca. -34,5°
Codex Gall. 7 -34° 11,5°
Merck Index 7th Ed. (153) -33 bis -35, 5°

Manske und Holmes (60) -34°

Leb eau und Ja not (61) -36,6°

Die mit unseren Mustern erhaltenen Werte sind die folgenden:

Handelsmuster Spezifische Drehung

I -34, 56°

n -34,50°

m -34,40°

IV -34,38°

V -34,52°

Das von der Ph. Helv. V vorgeschriebene Intervall von -34 bis -35 kann

beibehalten werden, da sämtliche Handelsmuster dieser Forderung sehr gut ent¬

sprachen.
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b) Chemische Reinheitsprüfungen

In den verschiedenen Monographien finden sich Reinheitsprüfungen auf Sul¬

fat, fremde Alkaloide, sowie auf Schwefelsäure färbende Verunreinigungen. PhDan.

K lässt ausserdem noch auf Schwermetalle, Ph.Belg.IV auf Eiweiss, Ph.Helv.V

auf Morphin und Bruzin sowie auf Eiweiss prüfen.

Prüfung auf konzentrierte Schwefelsäure färbende Verunreinigungen: Ph. Dan.

IX lässt eine Grenzprüfung ausführen, die übrigen Monographien verlangen Farb-

losigkeit der Lösung.

Die Lösungen von je 60 mg unserer Substanzmuster in 2 ml konzentrierter

Schwefelsäure RS zeigten beim Vergleich mit den Farbvergleichslösungen der

Ph. Helv.V, Suppl. m, folgende Färbungen:

Handelsmuster

Sofort betrachtet

5 Minuten Zimmer¬

temperatur

15 Minuten Zimmer¬

temperatur

30 Minuten Zimmer¬

temperatur

60 Minuten Zimmer¬

temperatur

nach 5 Minuten Wasser¬

bad

nach 10 Minuten Was¬

serbad

farblos

farblos

farblos

= BG,

6

= BG„

= GG
6

farblos

farblos

farblos

= BG6

= BG„

= GG,

GG„

GG,

farblos farblos farblos

farblos farblos farblos

farblos farblos farblos

BG6 = BG6 = BG6

= BG6 = BG6 = BG6

= GG5 = GG5 = GG5

GG. = GG. = GGC
5 5 5

Als Forderung für den Pharmakopöetext sehen wir vor:

"60 mg Substanz in 2 ml konzentrierter Schwefelsäure RS gelöst, müssen

klar und farblos sein, nach 30 Minuten darf die Lösung höchstens die Fär¬

bung von Farbvergleichslösung BGg und nach Erwärmen im siedenden Was¬
serbad während 10 Minuten höchstens die Färbung von Farbvergleichslö¬
sung GG5 aufweisen. "

Abwesenheit von dl-Ephedrin: Die Fällung mit Dragendorff-Reagens wird

in der im Artikel 1-Ephedrinum basicum beschriebenen Weise (vgl. S. 94 ) in der
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Stammlösung vorgenommen. Bei sämtlichen Mustern waren nur nadeiförmige

Kristalle warhnehmbar.

Abwesenheit von Morphin, Bruzin: Ph. Helv. V lässt in Kombination mit der

Prüfung auf Schwefelsäure färbende Verunreinigungen auf Morphin und Bruzin

prüfen. Sie fordert, dass die Lösung von 30 mg Substanz in 1 ml konzentrierter

Schwefelsäure sich auf Zusatz von 1 ml konzentrierter Salpetersäure nicht rot

färben darf.

Wir lösten 60 mg Substanz in 2 ml konzentrierter Salpetersäure RS und

stellten bei den Lösungen sämtlicher Muster Gelbfärbung fest. Die Lösungen von

Muster I und m waren gefärbt wie Farbvergleichslösung G_, diejenigen der übri¬

gen Muster wie Farbvergleichslösung G..

Es besteht ja wohl kaum die Möglichkeit, dass 1-Ephedrinhydrochlorid mit

Morphin oder Bruzin verwechselt werden könnte, weshalb eine Prüfung auf diese

Alkaloide u.E. überflüssig erscheint. Da mit dieser Prüfung, wie es sich gezeigt

hat, jedoch andere konzentrierte Salpetersäure färbende Verunreinigungen erfasst

werden können, empfehlen wir sie in nachstehender Formulierung in die Ph. Helv.

VI aufzunehmen:

"60 mg Substanz gelöst in 2 ml konzentrierter Salpetersäure RS dürfen sofort

betrachtet nicht stärker gelb gefärbt sein als Farbvergleichslösung G.. "

Abwesenheit von fremden Alkaloiden:

"Je 1 ml Stammlösung dürfen weder durch 2 Tropfen verdünntes Ammo¬

niak RS, noch durch 2 Tropfen verdünnte Natronlauge RS getrübt werden. "

Diese Prüfung, nach Ph. Helv. V vorgenommen, ergab mit sämtlichen Mustern

negative Resultate.

Abwesenheit von Schwermetallen: Die Prüfung wurde nach den Vorschlägen

zur Ph. Helv. VI mit 3 ml Stammlösung ausgeführt. Da sämtliche Muster der Grenz¬

reaktion a II entsprachen, wird die Forderung entsprechend formuliert.

Abwesenheit von Eiweiss:

"Die Mischung von 1 ml Stammlösung + 1 Tropfen verdünnte Essigsäure
RS darf durch 1 Tropfen Ferrozyankalium RS nicht getrübt werden. "



- 132 -

Auf diese Prüfung der Ph. Helv. V, welche mit sämtlichen Mustern negativ

ausfiel, kann auf Empfehlung des Kommentars zur Ph. Helv. V verzichtet werden.

Abwesenheit von Sulfat: Diese Prüfung wird von den meisten Monographien

vorgeschrieben, weil auch das Sulfat im Handel ist. Wir prüften in der Stamm¬

lösung nach den Vorschlägen zur Ph. Helv. VI und fanden bei keinem Muster stär¬

kere Opaleszenz als es der Grenzreaktion a Et entspricht. Die Forderung wird

deshalb entsprechend aufgestellt.

Abwesenheit von Oxalsäure: Da bei der Herstellung der Base die Trennung

von 1-Ephedrin und d-Pseudoephedrin über das Oxalat erfolgen kann (43), prüf¬

ten wir unsere Muster auf Oxalsäure, obwohl eine solche Prüfung von den Mono¬

graphien für das Hydrochlorid nicht verlangt wird. Einzig Brit. Ph. 1958 lässt die

Base auf Oxalsäure prüfen.

Wir versetzten eine Lösung von 0,2 g Substanz in 5 ml Wasser mit 1 ml

Kalziumchlorid RS. Es trat keinerlei Fällung oder Trübung auf. Auch nach 60

Minuten waren die Lösungen sämtlicher Muster noch klar. Für Pharmakopöe-

zwecke kann von dieser Prüfung abgesehen werden.

Quantitative Bestimmungen

a) Feuchtigkeitsgehalt

Die Monographien nehmen die Bestimmung durch Trocknen bei 100 bzw.

105° vor und tolerieren einen maximalen Feuchtigkeitsgehalt von 0, 5 %. Ausnah¬

men machen Ph. Helv. V, welche 0,1 %, und Ph. Belg. IV, welche 1 % Feuchtig¬

keit als höchst zulässige Grenze festlegen.

Wir ermittelten mit unseren Mustern bei einer Einwaage von 1,5 g Substanz

Feuchtigkeitsgehalte von weniger als 0,01 %. Die strenge Forderung der Ph. Helv.

V ist somit ohne weiteres erfüllbar und kann beibehalten werden.

b) Verbrennungsrückstand

In den Monographien finden sich die Forderungen, dass der Verbrennungs¬

rückstand unwägbar sein bzw. 0,1 % betragen soll. Eine Angabe, mit wieviel
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Substanz die Bestimmung auszuführen ist, fehlt vielfach. Ph. Helv. V, Ph. Belg. IV

und Svenska F. XI, welche maximal 1 % gestattet, nehmen die Bestimmung mit

0,1g, Ph.Dan. K mit 0,5 g vor.

Wir führten die Bestimmung mit 0, 5 g aus und stellten bei unseren Mustern

Rückstände von 0,02 bis 0,04 % fest. Daher können wir fordern, dass der mit

0, 5 g ermittelte Verbrennungsrückstand unwägbar sein soll, was einer Forderung

von 0,1 % entspricht.

c) Gehaltsbestimmungen

In der Literatur finden sich folgende Gehaltsbestimmungsmethoden und For¬

derungen:

Ph. Helv.V „., ., _., .. , ., ,
mindestens 99,6 %

Ph.Belg.IV
Chlond-Titration nach Mohr

Qg>2 _ m>Q >%

DAB 6, 3. Nachtrag Chlorid-Titration nach Volhard99,0 - 101,0 %

Ph.Dan.K Stickstoffbestimmung nach 98,8 - 100,9 %

Kjeldahl

Ph. Int. Vol. I Extrahieren der Base mit 97,7 - 100,7 %

Aether, dann azidimetrische

Titration

Svenska F. XI Extrahieren der Base mit 97,8 - 100,9 %
Aether, dann azidimetrische

Titration

Codex Gall. 7 1. Chlorid-Titration nach

Mohr mindestens 95,7 %
2. Extrahieren der Base mit mindestens 97,7 %

Aether, Verdampfen und

Wägen des Rückstandes

Wir haben folgende Bestimmungsmethoden untersucht:

1. Titration des Chlorid-Gehaltes nach Mohr und Volhard: Für die Titra¬

tion nach Mohr hielten wir uns im Prinzip an die Vorschrift der Ph. Helv. V. Wir

lösten ca. 0,2 g getrocknete Substanz (genau gewogen) in 10 ml Wasser und titrier¬

ten nach Zugabe von 2 Tropfen Kaliumchromat RS als Indikator mit 0,1 N-Silber-

nitrat bis zum Farbumschlag nach Bräunlichgelb.

Die Titration nach Volhard führten wir nach der vom Kommentar zur Ph.

Helv. V empfohlenen Vorschrift unter Zusatz von Nitrobenzol aus. Wir lösten ca.

0,2 g getrocknete Substanz (genau gewogen) in 20 ml Wasser in einem Erlen-
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meyerkolben mit Glasstopfen, fügten 2 ml verdünnte Salpetersäure RS und unter

Umschütteln 20 ml 0,1 N-Silbernitrat hinzu. Nach Zusatz von 2 ml Nitrobenzol

wurde kräftig geschüttelt und der Ueberschuss an Silbernitrat unter Verwendung

von 2 ml Eisenammoniumalaun RS als Indikator mit 0,1 N-Ammoniumrhodanid bis

zum Farbumschlag nach Rotbraun zurücktitriert.

1 ml 0,1 N-Silbernitrat = 20,17 mg C1()H15ON • HCl

Es ergaben sich folgende Resultate:

Handelsmuster Chlorid-Gehalt

Mohr Volhard

I 100,18 % 100,12 %

H 100,06 % 99,71 %

m 100,05 % 99,86 %

IV 100,23 % 100,08 %

V 99,96 % 99,87 %

Obwohl beide Bestimmungsmethoden nur den Säureanteil erfassen, wird die

direkte Chlorid-Titration auch in neueren Publikationen (4,68) noch in Vorschlag

gebracht.

2. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: Der Stickstoffgehalt wurde mit ca.

0,2 g Substanz (genau gewogen) nach der im allgemeinen Teil beschriebenen

Methode ermittelt.

Die geprüften Muster zeigten folgende Resultate:

Handelsmuster Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl

I 99,67 % 99,53 %

H 99,32 % 99,48 %

m 99,71 % 99,65 %

IV 99,58 % 99,64 %

V 99,27 % 99,50 %

Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl liefert befriedigende Resultate und

lässt sich daher zur Gehaltsbestimmung von 1-Ephedrinhydrochlorid heranziehen.
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Einem Gehalt von 98,8 - 100,5 % l-Ephedrinhydrochlorid entspricht 6,86 - 6,98%

Stickstoff.

3. Titration mit Perchlorsäure in Eisessig: Die Titration von l-Ephedrin¬

hydrochlorid in wasserfreiem Milieu wurde von den Autoren Keller und Weiss

(69), Pohlloudek-Fabini und Koenig (70) mit Perchlorsäure in Eisessig

bzw. in Dioxan nach der von Pifer und Wo 1 lis h (71) zur Bindung der Chlorid¬

ionen angegebenen Methode vorgenommen. Nach Pifer und Wollish reagie¬

ren bei Zusatz einer Lösung von Quecksilberazetat die Chloridionen mit den

Quecksilberionen unter Bildung von in Eisessig nicht dissoziiertem Sublimat. Mit

dieser Massnahme lassen sich die Hydrochloride von Alkaloiden oder im allge¬

meinen von schwachen Basen ohne weiteres bestimmen.

Für die potentiometrischen Kontrollbestimmungen lösten wir 1 Millimol ge¬

trocknete Substanz (genau gewogen) in 60 ml wasserfreiem Eisessig, fügten 5 ml

gesättigtes Quecksilberazetat RS und 10 ml Dioxan zu und titrierten unter Mitfüh¬

ren von 3 Tropfen Kristallviolett RS als Indikator mit 0,1 N-Perchlorsäure in

Eisessig bis zum grössten Potentialsprung. Im Gegensatz zur Titration der Ba¬

se stellten wir fest, dass der Aequivalenzpunkt beim Umschlag von Violettstichig-

blau nach Reinblau erreicht war, welche Beobachtung auch schon von Keller

und Weiss (69) gemacht wurde. Aus Abb. 6 ist die Titrationskurve sowie die

Farbänderung des Indikators im Bereiche des Umschlagspunktes nach Zusatz je¬

weils gleicher Volumenteile 0,1 N-Perchlorsäure ersichtlich.

Für die visuelle Titration lösten wir ca. 0,2 g getrocknete Substanz (genau

gewogen) in 60 ml wasserfreiem Eisessig, fügten 5 ml gesättigtes Quecksilber¬

azetat RS und 10 ml Dioxan zu und titrierten nach Zusatz von 3 Tropfen Kristall¬

violett RS mit 0,1 N-Perchlorsäure in Eisessig bis zum Farbumschlag von Vio-

lettstichigblau nach Reinblau.

1 ml 0,1 N-Perchlorsäure entspricht 20,17 mg C1QH15ON • HCl

Es empfiehlt sich, mit der verwendeten Menge Quecksilberazetat RS einen

Blindwert zu bestimmen, da Quecksilberazetat des Handels Perchlorsäure ver¬

brauchen kann.

Die Bestimmungen wurden in einem Titrationsgefäss mit seitlichem Ein -

führungsstutzen für die Elektrode vorgenommen. Das Gefäss war mit einem
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Gummistopfen, welcher eine Oeffnung für die Bürettenspitze, sowie einen Spalt

als Luftventil aufwies, verschlossen. Die Titrierflüssigkeit wurde in einer auto¬

matischen Bürette aufbewahrt, wobei die zum Ausfliessen benötigte Druckluft

durch ein Kalziumchlorid-Rohr geleitet wurde.

Um ca. 0,2 g Substanz zu lösen sind mindestens 60 ml wasserfreier Eis¬

essig erforderlich. Beschleunigung des Lösungsprozesses durch Erwärmen ist zu

vermeiden, da 1-Ephedrinhydrochlorid in der Wärme durch konzentrierte Essig¬

säure acetyliert werden könnte. Wird die Substanz fein pulverisiert, so kann sie

unter kräftigem Schütteln mit der wasserfreien Essigsäure bei Zimmertempera¬

tur in Lösung gebracht werden. Acetylierung der Substanz, welche sich durch zu

tiefe Werte bemerkbar gemacht hätte, konnten wir während der zu den Titratio¬

nen notwendigen Zeit nicht feststellen. Ein Zusatz von Dioxan erwies sich zur

besseren Sichtbarmachung des Umschlagspunktes als vorteilhaft. Obwohl die Be¬

stimmung nicht in einer Karl Fischer-Apparatur - wie dies im Falle der Base

erfolgt ist - ausgeführt wurde, lieferte sie einwandfreie Werte .

Die mit unseren Mustern erhaltenen Resultate sind die folgenden:

Handelsmuster Tit]ration mit 0,1.
N-Perchlonsäure

visuell potentiometrisch

I 100,12 % 99,85 % 99,88 % 99,94 %

n 99,68 % 99,79 % 99,70 % 99,62 %

m 100,08 % 99,90 % 100,02 % 99,95 %

rv 99,81 % 99,96 % 99,92 % 100,01 %

V 99,66 % 99,82 % 99,78 % 99,72 %

Die Titration mit Perchlorsäure in Eisessig ergab die zuverlässigsten Re¬

sultate, weshalb wir diese Bestimmungsmethode vorschlagen möchten. In Anleh¬

nung an die erhaltenen Werte erscheint eine Gehaltsforderung von 99,0 - 100, 5%

angemessen.

Sterilisation von Lösungen

Bei der Angabe einer Sterilisationsvorschrift halten wir uns an Ph.Dan. K,

welche für Lösungen Erhitzen im Autoklav vorschreibt.
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§ Ri-in.
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gelb

grün

grunblou

blau

violettblau

violett

8 10 12ml

0,1 N-Perchlorsaure

Einwaage
Perchlorsäure

Abb. 6 Titrationskurve von 1-Ephedrinhydrochlorid

1 Milliäquivalent, Potentialanstieg zwischen 8 ml und 12 ml 0,1 N-

Vorschläge zur Dosierung

Die Maximaldosen werden von Ph.Helv.V, Suppl. I, übernommen, der Vor¬

schlag für Gebrauchsdosen basiert auf der Dosis der Compressi l-Ephedrini

hydrochlorici des Handels.
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Untersuchung von Handelsmustern

Slnnenprüfung
Farbe

Geruch

Geschmack

Identitätsprufungen

Biuretreaktion

Abspaltung von Benzal¬

dehyd

Pikrat-Schmelzbereich

Chlorid

Reinheitsprüfungen

Schmelzbereich (korr.)

1,0 g gelöst in 5 ml Wasser

pH der Stammlösung

potenüometlisch

Farbtabelle

Spezifische Drehimg

konz. Schwefelsäure

färbende Stoffe

sofort

5' Zimmertermperatur

15' Zimmertemperatur

30* Zimmertemperatur

60' Zimmertemperatur

5' Wasserbad

10' Wasserbad

konz, Salpetersäure
färbende Stoffe

sofort

d, 1-Ephedrin

fremde Alkaloide

Schwermetalle

Eiweiss

Sulfat

Oxalat

Kristalle,
farblos

Kristalle,
farblos

Kristalle,
farblos

Kristalle,
farblos

Kristalle,
farblos

93,2 - 94,3° 93,5 - 94,5° 93,7 - 94,8° 93,5 - 94,5° 93,3 - 94,5°

216,8 -218,4U 217,9 -218,9U 217,3 - 218,4U 218,4 -219,7" 217,3 -218,9"
klar und färb- klar und klar und klar und klar und

5,85

5,80

-34,58°

farblos

farblos

farblos

" BG6
= BG6
= GG6
= GGfl

5,93

5,80

-34,50°

farblos

farblos

farblos

= BGg
= BGß
= GG6
= GG0

6,25

6,20

-34,40°

farblos

farblos

farblos

= BG6
= BG6
-GG.

5,75 6,00

5,60 6,00

-34,38° -34,52°

farblos farblos

farblos farblos

farblos farblos

Quantitative Bestimmungen

Feuchtigkeitsgehalt

Verbrennungsrückstand

Gehalt

Chlorid-Gehalt n. Mohr

nach Volhard

Stickstoff nach Kjeldahl

Perchlorsäure-Titration

visuell

potentioraetrisch

0,008 % 0,00 % 0,00 % 0,006 % 0,006 %

unwägbar unwägbar unwägbar unwägbar unwägbar

100,1a % 100,06 % 100,05 % 100,23 % 99,96 %

100,11 % 99,71 % 99,86 % 100,08 % 99,87 %

99,60 % 99,40 % 99,68 % 99,52 % 99,38 %

99,98 % 99,73 % 99,99 % 99,88 % 99,74 %

99,91 % 99,66 % 99,98 % 99,96 % 99,75 %
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Ephedrinium chloratum

Syn. : Ephedrini hydrochloridum, Phenylmethylaminopropanolum hydrochlo-

ricum

l-Ephedrinhydrochlorid Chlorhydrate d'éphedrine lévogyre

Cloridrato di efedrina levogyra

Q^-ÇH -

ÇH
- CH3

OH |H2-CH3

CI

C10H15ON • HCl Mol.-Gew. 201,7

M-Phenyl-2-methylamino-propanol-(l)-hydrochlorid mit einem Gehalt von

mindestens 99,0(99,0 - 100,5)% C1QH15ON • HCl.

Prüfung

Stammlösung S: Ca. 1 g getrocknete Substanz (genau gewogen) muss sich in

5 ml frisch ausgekochtem und wieder erkaltetem Wasser lösen. Die Lösung muss

klar und farblos sein und dient nach dem Verdünnen mit frisch ausgekochtem und

wieder erkaltetem Wasser in einem Messkölbchen auf 20 ml als S für die Prü¬

fungen 2,3,5,6,8,10,11 und 12.

1. Sinnenprüfung: Farblose Kristalle oder weisses kristallines Pulver ohne

wahrnehmbaren Geruch und von bitterem Geschmack.

2. Nachweis der Ephedrinbase:

a) Die Mischung von 0,5 ml S, 0,5 ml Wasser und 1 ml verdünnter Natron¬

lauge RS gibt mit 1 Tropfen Kupfersulfat RS eine violette Färbung. Wird die

Flüssigkeit nach Zusatz von 1 ml Aether geschüttelt, so nimmt die Aetherphase
eine purpurne Färbung an, während die Farbe der wässrigen Phase nach Hell¬

blau umschlägt.

b) Wird die Mischung von 1 ml S und 5 ml Wasser mit einem kleinen Kris¬

tall Ferrizyankalium und 5 Tropfen verdünnter Natronlauge RS zum Sieden er¬

hitzt, so entwickelt sich der Geruch nach Benzaldehyd.

c) Wird die Mischung von 1 ml S und 3 Tropfen verdünnter Essigsäure RS

mit 2 ml Pikrinsäure RS versetzt, so entsteht eine gelbe Trübung, die sich un¬

ter schwachem Erwärmen wieder löst. Man lässt erkalten, bis die Trübung wie¬

der erscheint und beschleunigt die Ausfällung durch Reiben der Reagensglaswände

mit einem Glasstab. Der Niederschlag wird abgesaugt, mit 5 ml Wasser gewa¬

schen und in 4 ml heissem Benzol gelöst. Nach dem Erkalten hat sich das Pikrat
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in Form von feinen Nadeln abgeschieden. Die Kristalle werden abgesaugt, mit

5 ml Benzol gewaschen und während 24 Stunden im Schwefelsäure-Exsikkator ge¬

trocknet. Ihr Schmelzbereich muss zwischen 93° und 95° (korr. ) liegen.

3. Nachweis des Hydrochlorides: S gibt die Identitätsreaktion auf Chlorid.

4. Schmelzbereich: 217 - 220° (korr.)

5. Spezifische Drehung: -34 bis -35°, bestimmt mit S im 2 dm-Rohr.

6. Reaktion: pH von S = 5,4 - 6,4.

7. Schwefelsäureprobe: 60 mg Substanz in 2 ml konzentrierter Schwefel-

säure RS gelöst, müssen klar und farblos sein; nach 30 Minuten darf die Lösung
höchstens die Färbung von Farbvergleichslösung BG6, nach Erwärmen im sieden¬

den Wasserbad während 10 Minuten höchstens die Färbung von Farbvergleichs¬

lösung GG- aufweisen.

8. dl-Ephedrin: Wird die Mischung von 0, 5 ml S, 0, 5 ml Wasser und 3

Tropfen verdünnter Schwefelsäure RS mit 2 ml Dragendorff-Reagens versetzt und

einmal rasch aufgeschüttelt, so entsteht binnen einiger Minuten eine voluminöse,
ziegelrote Fällung. Nach dem Stehen über Nacht dürfen bei der Betrachtung des

Niederschlages unter dem Mikroskop nur nadeiförmige Kristalle erkennbar sein.

9. Morphin, Bruzin: 60 mg Substanz gelöst in 2 ml konzentrierter Salpeter-
säure RS dürfen sofort betrachtet nicht stärker gelb gefärbt sein als Farbver¬

gleichslösung G..

10. Fremde Alkaloide: Je 1 ml S dürfen weder durch 2 Tropfen verdünnten

Ammoniak RS noch durch 2 Tropfen verdünnte Natronlauge RS getrübt werden.

11. Schwermetalle: 3 ml S müssen den Anforderungen der Grenzreaktion

a II entsprechen.

12. Sulfat: 3 ml S müssen den Anforderungen der Grenzreaktion a II ent¬

sprechen.

13. Feuchtigkeitsgehalt: Höchstens 0,1 %, bestimmt mit 1,5 g durch Trock¬

nen während 2 Stunden bei 103 - 105°.

14. Verbrennungsrückstand: Unwägbar, bestimmt mit 0,5 gr.

15. Gehalt: Ca. 0,2g fein pulverisierte, getrocknete Substanz (genau gewogen)
werden in einem Erlenmeyerkolben mit Glasstopfen von 200 ml Inhalt in 60 ml

wasserfreier Essigsäure unter kräftigem Schütteln gelöst. Nach Zusatz von 5 ml

gesättigtem Quecksilberazetat RS, 10 ml Dioxan und 3 Tropfen Kristallviolett RS

wird der Erlenmeyerkolben mit einem Gummistopfen, welcher eine Oeffnung für

die Bürettenspitze, sowie einen Spalt als Luftventil besitzt, verschlossen und mit

0,1 N-Perchlorsäure in Eisessig bis zum Farbumschlag von Violettstichigblau
nach Reinblau titriert. Mit der gleichen Menge Quecksilberazetat RS wird ein

Blindwert bestimmt, der von der verbrauchten Menge Perchlorsäure in Abzug
gebracht wird.



- 141 -

1 ml 0,1 N-Perchlorsäure entspricht 20,17 mg CL-IL-ON» HCl

Der so gefundene Gehalt muss 99,0 - 100,5 % betragen.

Aufbewahrung: In gut verschlossenem Behälter, vor Licht geschützt.

Antimikrobielle Behandlung von Lösungen: Autoklav, 110 - 120°.

Maximaldosen:

Dosis maxima simplex 0,1 g

Dosis maxima pro die 0,3 g

Separandum

Gebrauchsdosen (Vorschlag) :

Einzeldosis 0,025 - 0,05 g

Tagesdosis 0,1 - 0,2 g

Löslichkeit: 1 T. löst sich in ca. 3,5 T. Wasser, ca. 7 T. Aethanol 94%
Sehr schwer löslich in Chloroform, nahezu unlöslich in Aether.

Inkompatibilitäten : Silbersalze (Fällung), Alkalien in konzentrierter Lösung
(Fällung^

Offizinelles Präparat: Suppositoria antihaemorrhoidalia.
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3.3.5. Reserpinum basicum

3,4,5-Trimethoxybenzoyl-methylreserpat

C33H40°9N2 Mol. -Gew. 609

Reserpine

Reserpinum

Brit. Ph. 1958, p. 562; USP XVI, p. 619

DAK Praeparater, 25.5.1957

,®

Spezialpräparate

® ,®
Eskaserp^ (Smith, Kline & French), Raused^ (Squibb), Reserpoid

(Upjohn), Rivasin^ (Giulini), Sandril^ (Lilly), Sedaraupin^ (Boehringer),

Serfin® (Parke, Davis), Serpasil® (Ciba).

Vorkommen

Reserpin kommt in den meisten wildwachsenden Rauwolfia-Arten vor. Zur

Gewinnung dient hauptsächlich Rauwolfia serpentina Benth., eine strauchartige,
in Indien beheimatete Apocyanacee, wo sie seit einigen Jahren in manchen Gegen¬
den kultiviert wird. Ausser Reserpin enthält Rauwolfia serpentina Benth. noch

weitere Alkaloide, die bis zu 90 % in der Wurzelrinde lokalisiert sind. Die Droge
des Handels besteht aus der getrockneten Wurzel, enthält aber meist auch getrock¬
netes Rhizom. Nach Brit. Pharm. Cod. (72) soll die getrocknete Wurzel von Rau¬

wolfia serpentina Benth. einen Gesamtalkaloid-Gehalt von nicht weniger als 0,8%
aufweisen.
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Für die Reserpin-Gewinnung werden auch andere Rauwolfia-Arten herange¬
zogen, welche Reserpin in grösseren oder kleineren Mengen ebenfalls enthalten.

Diese weisen weitere, für die betreffende Art oftmals charakteristische Alkaloi-

de auf, welche in Rauwolfia serpentina Benth. nicht vorkommen. Aus Planzen-

material hergestelltes Reserpin kann daher als Verunreinigung verschiedene an¬

dere, besonders strukturell verwandte Rauwolfia-Alkaloide enthalten. Aus den

bisher untersuchten Rauwolfia-Arten konnten dank des Einsatzes modernster Me¬

thoden bereits über 40 Alkaloide isoliert und beschrieben werden, welche sich

nach Strukturmerkmalen in folgende Haupt- und Untergruppen einteilen lassen:

L Quaternäre Anhydronium-Basen

CH„

Serpentin

II. Tertiäre Indol-Basen

K'XX"
H

CHgO-C

CH0

a. Tetrahydro-serpentin-Typ

CH,0-C
" II

O OH

b. Yohimbin und Isomere

CH,0-C
,3

O OR,
3

CH2OH

d. Sarpagin-Typ

c. Reserpin-Typ
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III. Tertiäre Indolin-Basen

f^—fÊ* f*\—l®l
1 cH3lUcirCH3 ^IIX^
a. Anhydro-ajmalin-Typ b. Ajmalin-Typ

Darstellung

a) Durch Extraktion

Reserpin wurde 1952 von Müller, Schüttler und Bein (73) erstmals

in reiner kristalliner Form isoliert.

Die fabrikmässige Herstellung ist Gegenstand verschiedener Patente.

"Das Schwz. Pat. 308689 (1955) der Ciba gibt folgendes Verfahren an: Das

fein zerriebene Wurzelmaterial wird mit Methanol perkoliert, der zur Trockne

eingedampfte Methanol-Extrakt dreimal mit Wasser durchgeknetet und vom Was¬

ser getrennt. Der so erhaltene Rückstand wird mit einer schwachen Säure, ins¬

besondere einer niederen Fettsäure, wie z.B. Ameisensäure, Essigsäure, Pro¬

pionsäure, oder einer Phosphorsäure, mehrmals extrahiert. Dieser Auszug,
welcher das entsprechende Salz des Reserpins enthält, wird nun mit einem mit

Wasser höchstens teilweise mischbaren organischen Lösungsmittel, vorzugsweise
mit einem halogenierten Kohlenwasserstoff, oder auch mit Benzol oder Essigester
mehrmals ausgeschüttelt. Die organische Lösung wird dann neutral gewaschen,
wodurch die Base wieder freigesetzt wird, und zur Trockne eingedampft. Der

Eindampfrückstand wird anschliessend an einem Adsorptionsmittel, wie massig
aktivem Aluminiumoxyd, Kieselsäure, "Hyflo", oder an einem anderen Silikat

chromatographiert. Das Eluieren des Reserpins kann mit Petroläther-Benzol-Ge-

mischen, Benzol und Benzol-Azeton-Gemischen erfolgen. Die das Reserpin ent¬

haltenden Eluatfraktionen werden zur Trockne verdampft, und das Reserpin durch

Umkristallisation aus heissem Azeton oder aus einem Gemisch von Chloroform

und Aether gereinigt".

Nach U.S. Pat. 2,833,771 (1958) kann Reserpin auch folgendermassen extra¬

hiert werden:

"Das Wurzelmaterial wird mit 15 %iger Essigsäure ausgezogen, und der

Auszug mit "Hyflo Super Cel" und danach mit Natriumnitrat und Natriumchlorid

versetzt. Unter Eiskühlung und unter Umrühren, wird der Mischung hierauf por-
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tionenweise Kalziumhydroxyd zugesetzt und nach einer Stunde wird filtriert.

Der im Vakuum getrocknete Ruckstand wird mit einer Mischung von Methanol

und Ammoniak mehrmals ausgezogen, und die vereinigten Auszuge werden nach

Filtration im Vakuum zur Trockne eingedampft. Dann wird der Ruckstand in ei¬

ner Mischung von Methanol und Azeton gelost, an einer Saule von neutralem

Aluminiumoxyd (Aktivität IH nach Brockmann) chromatographiert, anschliessend

wird mit dem gleichen Losungsmittel eluiert. Die erste Fraktion wird zur Trock¬

ne eingedampft und in wenig Methanol gelost, aus welchem das Reserpin m rei¬

ner Form auskristallisiert. "

Eine weitere Möglichkeit der Reserpin-DarStellung ist nach genanntem U.S.

Pat. die folgende:
"Das Wurzelpulver wird mit Methanol am Ruckfluss extrahiert, und der im

Vakuum zur Trockne eingedampfte Ruckstand mit 15 %iger Essigsaure ausgezogen.
Nach Filtration wird der essigsaure Auszug mit Salzsaure auf ein pH von 2 ge¬
bracht und unter Eiskuhlung mit einer 5 %igen Losung von Ammoniumreineckat,
in gleichen Teilen Eisessig und Wasser, versetzt. Der entstandene Niederschlag
wird abgesaugt, mit 0,1 %iger Salzsaure gewaschen und bei 40 unter vermin¬

dertem Druck getrocknet. Hierauf wird der Niederschlag, welcher aus Reserpm-
remeckat und Begleitsubstanzen besteht, in wenig Azeton gelost und auf eine Saule

von neutralem Aluminiumoxyd (Aktivität II nach Brockmann) gebracht. Beim Eluie-

ren mit Azeton wird das Reserpin als Base erhalten, welche durch Umkristalli-

sation aus Methanol gereinigt wird. "

b) Durch Synthese

Eine Reihe ausgedehnter Forschungen bezüglich der Struktur von Reserpin
führte schliesslich zur Totalsynthese des Alkaloides, welche von Woodward

und Mitarbeitern (74) veröffentlicht wurde.

Die Synthese geht von dem aus p-Benzoqmnon und Vinylacrylsaure erhalte¬

nen Köndensationsprodukt (I) aus, welches mit Natriumborhydrid zum entsprechen¬
den Ketoalkohol (D) reduziert wird. Die Oxydation zum Oxyd (ni) erfolgt mit Per-

benzoesaure in Benzol/Dioxan. Das entsprechende Lakton (IV), welches bei Ein¬

wirkung von Azetanhydrid und Natriumazetat in Benzol entsteht, wird mittels Re¬

duktion nach Meerwein-Ponndorf mit Aluminiumisopropylat in heissem Isopropyl-
alkohol in den Aether (V) übergeführt. Behandeln des Aethers mit Natriummethy-
lat in Methanol ergibt den Methoxyàther (VI). Dieser kann nach einer neueren

Synthese auch erhalten werden, in dem das Ausgangsprodukt der Reduktion nach

Meerwein-Ponndorf unterzogen, und der entstandene Aether (VII) mittels Br2 in

Methanol in das Bromolakton (VTH) übergeführt wird. Behandeln des Bromolaktons

mit Natriummethylat in Methanol fuhrt zur Dehydrobromierung und Anlagerung
von Methanol an die intermediär entstandene Doppelbindung am Ci - C2 - Atom.

Das durch Einwirken von N-Bromsuccimmid in warmer wassriger Losung
bei Gegenwart von Schwefelsaure auf den Methoxyàther (VI) erhaltene Bromhydrin
(DC) wird mit Chromtnoxyd in Essigsaure zum entsprechenden Keton (X) oxydiert,
welches durch kurzes Behandeln mit Zink in kaltem Eisessig in die Hydroxysaure
(XI) übergeführt wird. Die Methylierung dieser Verbindung erfolgt mit Diazome¬

than in Dioxan, die Azetylierung mit Azetanhydrid m heissem Pyridin. Behandeln

des Reaktionsproduktes (Xu) mit wassrigem Osmiumtetroxyd und danach mit Ka-

humchlorid ergibt das Diol (XIH), welches mit Perjodsaure in eine Aldehyd-Saure
umgewandelt, und hierauf mit Diazomethan verestert wird (XIV). Kondensation mit

6-Methoxytryptamm (XV) und sofortiger Reduktion des Imins (XVI) mit Natrium-

borhydnd ergibt das Laktam (XVII), welches mit Phosphoroxychlond cykhsiert
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wird (XVm). Durch Reduktion mit Natriumborhydrid wird d, 1-Methyl-O-acetyl-
isoreserpat (DCX a/b) erhalten. Der razemische Ester wird mittels di-p-toluyl-
1-Weinsäure in die optischen Antipoden zerlegt. Durch Verseifen von 1-Methyl-
O-acetyl-isoreserpat (KX b) mit einer Lösung von Kaliumkarbonat in Methanol

und nachfolgendem Behandeln mit Salzsäure erhält man das Isoreserpsäure-Hydro-
chlorid. Letzteres wird durch kurzes Erwärmen mit N, N'-dicyclohexyl-carbodii-
mid in Pyridin in das Isoreserpsäurelakton (XX) übergeführt. Die Isomerisierung
zum stabileren Reserpsäurelakton (XXI) erfolgt beim Behandeln mit Pivalinsäure

in siedendem Xylen. Das Reserpsäurelakton wird mit Methanol behandelt und

durch Veresterung des dabei entstandenen Methylreserpats mit 3,4,5-Trimethoxy-
benzoylchlorid in Pyridin erhält man Reserpin (XXH).

h ^ö
i n m IV

VII VIII vi v
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Br
Br

C

N-Bromsuccinlmld

H2S04

HO

\.

Ô H
OCHg

Cr03

VI

OH

O- À. ,OH

O ÖCH,

IX

C

n !
O OCH,

CH.

% -* Tx •

O-CV^-C-CH, CHaO-C^S^^O-Ç-CH,

1. CH2N2,
Dioxan O.

Zn,CH3COOH

O 3 O

xm

o\°-

Ö 0CH3 °

xn

2.

(CH3CO)20
Pyridin H

'

3 HOOC T OH

0CH3

XI

COOCHg

'C?*2 CH,H-C^°
CHoO^^^N ' 2

H NH,

6-Methoxytryptamin

XV

2

CH„0-C^^Vo-C-
| O-C-CHg

ö OCH3
«

XIV

HCH-OOC N"'CH
•) I J

CH2

CH, o-c^N^X)- C-CH,

XVI O OCH, O

NaBH,,

CH.

NaBH

O-C-CH,

O OCH3 Ô

xvm
XVII
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CH3
-UV
hhT L-H

H'T
CHoO-C-^

A
Y^>-c-ch3

OCHg (?)

dl-methyl-O-acetyl-isoreserpate

DCX a/b

OCH3

Isoreserpsaure-lakton

XX

CHoO

Pivalinsaure H ''|C00

XXI

OCH,

1. CH3OH

2.

O

Cl-C

CH30

OCH„

-ftOCH,

OCH,

Wie aus der Literatur ersichtlich ist (75), findet die Synthese bereits kom¬

merzielle Auswertung.

Mögliche Verunreinigungen

Andere, besonders nahverwandte Rauwolfia-Alkaloide, wie Rescinnamin,
Deserpidin, Raujemidin, Pseudoreserpin, Raunescin, Isoraunescm, Reserpsäure-

methylester; Natrium, Kalium, Kalzium, Aluminium, Schwermetalle; Chlorid,
Bromid, Sulfat, Kerbonat; Organische Losungsmittel.

Sinnenprufung

Alle untersuchten Handelsmuster lagen als feine kristalline Pulver vor.

Vier Muster waren rem weiss, wahrend drei Muster ganz schwach gelblich ge¬

färbt waren. Ein Muster wies ziemlich starke Gelbfärbung auf. Sämtliche Muster

waren geruchlos. Von einer Geschmacksprobe haben wir in Anbetracht der star¬

ken Wirksamkeit der Substanz abgesehen. Wir kommen zu folgender Formulierung:
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"Weisses oder höchstens schwach gelbliches kristallines Pulver ohne

wahrnehmbaren Geruch. "

Identitätsprüfungen

Stammlösung: Eine wässrige Stammlösung konnte wegen der Schwerlöslich¬

keit der Substanz in Wasser nicht hergestellt werden. Wir verwendeten für eini¬

ge Reinheitsprüfungen einen wässrigen Auszug (Stammlösung S I, Herstellung

siehe unter chemische Reinheitsprüfungen S. 171), sowie zur Bestimmung der

spezifischen Drehung und des Verbrennungsrückstandes eine Lösung der Substanz

in Chloroform (Stammlösung S II).

Farbreaktionen: Als Identitätsnachweis für Reserpinbase werden verschie¬

dene Farbreaktionen angewandt. Diese sind jedoch nicht spezifisch, sondern spre¬

chen auch auf andere Rauwolfia-Alkaloide, im besonderen auf solche des Reser-

pin-Typs an.

Brit. Ph. 1958 und DAK Praeparater (154) führen eine Farbreaktion mit Na-

triummolybdat bzw. Ammoniummolybdat in konzentrierter Schwefelsäure aus. Es

entsteht eine blaue Färbung, welche nach Grünlich-braun umschlägt. Bei Ver¬

wendung von Reagenzien in ganz bestimmten Konzentrationen und Beobachtung der

Reaktionszeiten lassen sich nach der Prüfungsvorschrift der Firma BOEHRINGER

(76) Reserpin und Rescinnamin mit dieser Reaktion unterscheiden. In Vanillin-

Salzsäure (USP XVI, Brit. Ph. 1958) löst sich Reserpin mit rosaroter Färbung,

welche rasch in Violettrot übergeht.

Brit. Ph. 1958 lässt ausserdem noch eine Reaktion mit Dimethylaminobenzal-

dehyd, Eisessig und Schwefelsäure ausführen. Die entstandene grüne Farbe schlägt

nach weiterem Zusatz von Eisessig nach Rot um. Die Prüfungsvorschrift der

Firma INVERNI & DELIA BEFFA (77) lässt eine Spur Reserpin in verdünnter

Essigsäure, welche Ferrichlorid enthält, lösen. Beim Unterschichten mit konzen¬

trierter Schwefelsäure, welcher ebenfalls eine Spur Ferrichlorid zugesetzt wird,

entsteht an der Berührungszone ein brauner Ring.

Wir überprüften die genannten Farbreaktionen und schlagen folgende zwei

Reaktionen in nachstehender Formulierung für den Pharmakopöetext vor:

"Eine Spur Reserpinbase wird in einem Reagensglas mit Glasstopfen in

5 ml einer Lösung von 10 mg Ammoniummolybdat in 10 ml konzentrierter
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Schwefelsaures RS gelöst. Nach etwa 2 Minuten entsteht eine blaue Fär¬

bung, welche erst nach weiteren 3 Minuten über Graublau nach Olivgrün

übergegangen sein darf. "

Alle acht Handelsmuster ergaben die für Reserpin charakteristische Fär¬

bung. Mit dieser Reaktion kann bei Beobachtung der Reaktionszeiten Reserpin

von Rescinnamin sicher unterschieden werden. Mit Rescinnamin entsteht bereits

nach 2 Minuten eine olivgrüne Farbe, nach weiteren 3 Minuten hat der Reagens¬

glasinhalt eine dunkel-rotbraune Färbung angenommen.

"Eine Spur Reserpinbase löst sich in 3 ml Vanillin-Salzsäure RS mit

rosaroter Farbe, welche rasch nach Violett-Rot umschlägt. "

Diese Reaktion, welche zur weiteren Identifizierung in den meisten Prü¬

fungsvorschriften angeführt ist, wurde von allen acht Handelsmustern im positi¬

ven Sinn erhalten. Wir empfehlen sie deshalb zur Aufnahme in die Ph. Helv. VI.

Alkaloid-Fällungsreagenzien:

Herstellung des Tetraphenylborates: Ueber Herstellung und Schmelzbereich

dieses Derivates konnten wir der Literatur keinerlei Angaben entnehmen. Nach

folgender Vorschrift gelang es uns, ein kristallines Derivat herzustellen:

"50 mg Reserpinbase werden in 5 ml verdünnter Essigsäure RS gelöst
und unter Eiskühlung mit 2 ml Kalignost RS versetzt. Das Fällungsge¬
misch wird ca. 30 Minuten im Eisschrank belassen. Dann wird der weis¬

se, kristalline Niederschlag sofort abgenutscht, mit 20 ml Wasser ge¬
waschen und im Schwefelsäure-Exsikkator getrocknet. Die Kristalle schmel¬

zen unter Zersetzung zwischen 140,3° und 145,0° (unkorr. ) bzw. 142,5°
und 147, 5° (korr. ). "

Die anfänglich rein weissen Kristalle nehmen schon während des Waschens

und Absaugens eine gelbliche Färbung an, woraus zu schliessen ist, dass diese

schon bei Zimmertemperatur zur Zersetzung neigen. Da auch das Schmelzinter¬

vall sehr breit und unscharf ist, ist dieses Derivat zur Identifizierung nicht

geeignet.

Herstellung des Reineckates: Folgendes Vorgehen lieferte uns einen gut

filtrierbaren kristallinen Niederschlag:
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"50 mg Reserpinbase werden in der Mischung von 4 ml Azeton und 2 ml

Wasser gelöst. Dann werden 5 Tropfen verd. Salzsäure RS und 4 ml

Ammoniumreineckat RS zugesetzt. Das Fällungsgemisch wird stehen ge¬

lassen, bis sich die entstandene Trübung in Form eines kristallinen Nie¬

derschlages abgesetzt hat, Dieser wird abgenutscht, mit 20 ml Wasser

gewaschen und im Schwefelsäure-Exsikkator getrocknet. "

Die rötlichen Kristalle zersetzen sich bei ca. 210 ohne zu schmelzen, wes¬

halb das Reineckat zur
"

Identifizierung nicht in Betracht gezogen werden kann.

Herstellung des Perchlorates: DAK Praeparater (154) zieht die Herstellung

des Perchlorates und Bestimmung des Schmelzbereiches als Identitätsnachweis

für Reserpin heran. Wir hielten uns an die dort angegebene Vorschrift:

"50 mg Reserpinbase werden in 5 ml verd. Essigsäure RS gelöst und 5

Tropfen konz, Perchlorsäure RS zugefügt. Der weisse kristalline Nieder¬

schlag wird abgenutscht, mit 20 ml Wasser gewaschen und im Schwefel-

säure-Exsikkator getrocknet. "

Der von uns ermittelte Schmelzbereich (unter Zersetzung) beträgt 243 - 246°

(unkorr.) bzw. 250,5 - 253,7 (korr. ). Der Literatur konnten wir für den

Schmelzbereich des Reserpin-Perchlorates folgende Angaben entnehmen.

DAK Praeparater (154) 250 - 255 (unter Zersetzung)

Merck Index 7th Ed. (153) 238 - 239°

Dorfman und Mitarbeiter (78) 238 - 239° (unter Zersetzung)

Für Pharmakopöezwecke verzichten wir auf die Herstellung des Perchlorates,

da dieses unter Zersetzung schmilzt.

Herstellung des Pikrates: Nach einer Literaturstelle (78) können schwerlös¬

liche Salze von Reserpin am besten aus einer Lösung des Alkaloides in 2 n Essig¬

säure durch Versetzen mit der entsprechenden Säure im Ueberschuss und unter

Eiskühlung erhalten werden. Bei diesem Vorgehen erhielten wir jedoch ein sehr

schlecht filtrierbares Pikrat. Nach Verwendung verschiedener Lösungsmittel-Ge¬

mische konnte aus der Mischung von 1 ml Wasser, 1 ml 15%iger Essigsäure

und 3 ml Azeton ein gut filtrierbarer kristalliner Niederschlag erhalten werden.

Die Umkristallisation gelingt sehr gut aus heissem Aethanol.

Die Schmelzbereiche für Reserpinpikrat betragen nach der Literatur:
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Merck Index 7th Ed. (153) 183 - 186°

Schw. Pat. Nr. 308689 (1955) 183 - 186°

Dorf man und Mitarbeiter (78) 183 - 186° (unter Zersetzung)

Die Pikrate unserer Handelsmuster wiesen folgende Schmelzbereiche auf:

Handelsmuster unkorr. Wert korr. Wert

I 178,5 - 180,5° 182,6 - 184,7°
n 178,3 - 180,2° 182,4 - 184,4°
m 178,5 - 180,5° 182,6 - 184,7°
IV 178,7 - 180,2° 182,8 - 184,4°
V 178,0 - 180,0° 182,1 - 184,2°
VI 178,0 - 180,5° 182,1 - 184,7°
vn 178,2 - 180,3° 182,3 - 184,5°
vm 178,5 - 180,5° 182,6 - 184,7°

Da der Schmelzbereich des Pikrates einigermassen scharf ist (die Substanz

weist vor dem Schmelzen keine Verfärbung auf, sondern zerfliesst bei der

Schmelztemperatur unter Zurücklassen einer braunen Schmelze), möchten wir die

Herstellung des Pikrates vorschlagen und einen korr. Schmelzbereich von 182 -

185 fordern. Für den Pharmakopöetext sehen wir folgende Formulierung vor:

"50 mg Reserpinbase werden in der Mischung von 1 ml Wasser + 1 ml

15 % iger Essigsäure + 3 ml Azeton gelöst und diese Lösung tropfenweise
mit 3 ml Pikrinsäure RS versetzt. Aus der trüben Lösung scheidet sich

unter Reiben der Reagensglas-Wandung mit einem Glasstab sofort ein gel¬

ber, kristalliner Niederschlag ab. Dieser wird abgenutscht, mit 10 ml

Wasser gewaschen und in 6 ml heissem Aethanol 94 % gelöst. Die nach

dem Erkalten abgeschiedenen Kristalle weisen nach dem Trocknen bei 80°
o

einen korr. Schmelzbereich von 182 - 185 auf. "

Papierchromatographische Prüfung

a) Bisherige Untersuchungen

Die Rauwolfia-Alkaloide waren mehrmals Gegenstand papierchromatographi-
scher Untersuchungen. Die Papierchromatographie wurde aber vorwiegend zur

Unterscheidung der verschiedenen Rauwolfia-Arten und zur Identifizierung der

darin vorkommenden Alkaloide und nicht im Sinne von eigentlichen Reinheitsprü¬

fungen eingesetzt. Eine der ersten Arbeiten in dieser Richtung wurde von

Hörhammer und Mitarbeitern (79) publiziert. Die Autoren arbeiteten aufstei-
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gend und versuchten, die aus Rauwolfia serpentina isolierten Alkaloide mit was¬

sergesättigtem n-Butanol zu trennen. Das Chromatogramm zeigte bei Betrach¬

tung unter der Analysen-Quarzlampe zwei intensiv hellblau fluoreszierende Zo¬

nen vom Rf-Wert 0,83 und 0,96, welche dem Serpentin und Serpentinin zugeord¬
net wurden. Rao und Rao (80) bedienten sich zur Identifizierung der Alkaloide

von Rauwolfia micrantha der Rundfilterchromatographie und verwendeten n-Buta-

nol - konz. Salzsäure - Wasser (50:7,5:17,5) als Fliessmittel. Es ergaben sich

drei Zonen vom Rf-Wert 0,80, 0,86 und 0,92. Der Nachweis von Reserpin in

Rauwolfia inebrians und Rauwolfia obscura gelang Paris und Dillemann (81)
unter Verwendung des Laufmittelgemisches Isoamylalkohol-Eisessig-Wasser-Pe-
troläther (3:3:3:1). Es wurde aufsteigend chromatographiert. Kaneko (82) chro-

matographierte einen 10 % Essigsäure enthaltenden methanolischen Extrakt aus

Rauwolfia serpentina auf multigepuffertem Papier - pH 2,1 bis 6,4 - mit Chloro¬

form-Benzol (1:2) oder Essigsäureäthylester als mobile Phase und konnte Reser¬

pin, Ajmalicin, Rescinnamin, Reserpin, Yohimbin, Ajmalin, Serpentinin und

Methylreserpat identifizieren. McMullen und Mitarbeiter (83) arbeiteten nach

der absteigenden Methode unter Verwendung von Whatmann Nr. 4 - Papier. Zur

Bereitung der stationären Phase wurden 50 ml Propylenglykol mit Methanol auf

100 ml verdünnt und 1 ml Eisessig zugesetzt. Als mobile Phase diente eine mit

Propylenglykol gesättigte Mischung von Benzol-Cyclohexan (1:1). Mit diesem Sys¬
tem konnte Reserpin (Rf-Wert 0,40) von Serpentinin, Ajmalin, Ajmalicin, Yohim¬

bin und Reserpsäurehydrochlorid getrennt werden. Nach dem letztgenannten Ver¬

fahren trennt Ljungberg (84) Reserpin von den Gesamtalkaloiden aus Rauwol¬

fia serpentina ab und bestimmt den Reserpin-Gehalt nach dem Ausscheiden und

Eluieren der betreffenden Zone spektrophotometrisch. Boscott und Karr (85)
benutzten zum Entwickeln eine 5 %ige Natriumazetatlösung mit 10 % Essigsäure
und setzten n-Butyläther bis zur Sättigung zu. Es werden folgende Rf-Werte an¬

gegeben: Reserpin 0,34, Rescinnamin 0,26, Yohimbin 0,58, Rauwolscin 0,63,
Serpentin 0,50, Ajmalin 0,76, Deserpidin 0,41, Methylreserpat 0,52. Nachste¬

hend genannte Autoren arbeiteten mit Formamid als stationärer Phase. Macho -

vicova (86) verwendete zur Trennung von Reserpin, Reserpinsäure und Yohim¬

bin Papiere, die mit Methanol-Formamid (60:40) imprägniert waren, und bediente

sich folgender mit Formamid gesättigter Fliessmittel: Benzol, Chloroform, Ben¬

zol-Chloroform (1:1) und Benzol-Chloroform (2:8). Für nicht imprägniertes Pa¬

pier benutzte der Autor n-Butanol-Pyridin-Wasser (2:1:2). Reserpinsäure und

Yohimbin bleiben in allen Fällen am Start, während Reserpin zufriedenstellende

Rf-Werte lieferte. Am besten bewährte sich dabei das System Benzol-Chloroform

(1:1), welches für Reserpin den Rf-Wert 0,40 ergab. Machovicova und Mitar¬

beiter (87) trennen Reserpin, Ajmalin und Serpentin auf mit Formamid impräg¬
niertem Whatmann Nr. 1 - Papier unter Verwendung von Chloroform, Chloro¬

form-Benzol (1:1) bzw. (1:4) als mobile Phase. Die Autoren geben keine Rf-Wer¬

te an. André und Mitarbeiter (88) untersuchten den Methanol-Extrakt der Wur¬

zeln von Tonduzia longifolia (Costa Rica) papierchromatographisch und konnten

die Anwesenheit von mindestens 12 Alkaloiden, darunter Reserpin, Rescinnamin,
Deserpidin und Ajmalin, nachweisen. Für die Untersuchungen, die an mit Forma¬

mid imprägniertem Whatman Nr. 1 - Papier erfolgten, dienten den Autoren Ben¬

zol-Cyclohexan (1:1) und Benzol-Chloroform (1:1), wobei das erstgenannte System
eine einwandfreie Trennung ermöglichte. Die Rf-Werte betragen für Ajmalin 0,00,
Deserpidin 0,50, Rescinnamin 0,26, Reserpin 0,35. Auch Kor zum und Mitarbei¬

ter (89) verwendeten mit Formamid imprägniertes Whatman Nr. 1 - Papier und chro-

matographierten absteigend unter Verwendung von Benzol-Cyclohexan (1:1), gesät¬

tigt mit Formamid. Sie erreichten mit diesem Verfahren die Trennung von Reser-

pilin, Rescinnamin, Reserpin, Ajmalicin, Reserpinin und Deserpidin. Hochstein
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und Mitarbeiter (90) arbeiteten mit den Losungsm-ttelgemischen Benzol-Cyclo-
hexan (1:1) und Benzol-Chloroform (1:1) an mit Formamid imprägniertem What¬

man Nr. 1 - Papier und geben fur diese Systeme Rf-Werte fur Reserpm, Rescm¬

namin, Yohimbin, Rauwolscin, Ajmalicin, Heterophyllin, Serpentin, Ajmalin und

Sarpagm an. Diese liegen sehr nahe beieinander oder sind sogar identisch. Der

Rf-Wert fur Reserpm betragt 0,41 bzw. 0,9, fur Rescmnamin 0,38 bzw. 0,9.
Bessere Verteilung erreichten genannte Autoren durch Entwicklung mit Wasser

in einer mit Essigsaure und Wasserdampfen gesattigten Atmosphäre. Die Rf-

Werte sind die folgenden: Reserpm 0, 20, Rescmnamin 0,0 - 0,18, Yohimbin

0,45, Rauwolscin 0,55, Ajmalicin 0,18, Heterophyllin 0,27, Serpentin 0,13,
Sarpagm 0,40, Ajmahn 0,60. Es wurden bekannte Alkaloide als Kontrollsubstan¬

zen verwendet. Banes, Carol und Wolff (91) gelang die vollständige Tren¬

nung von Serpentin, Ajmalin, Ajmalicin, Reserpm, Rescmnamin und Deserpidm.
Sie verwendeten mit Formamid imprägniertes Whatmann Nr. 1 - Papier und chro-

matographierten aufsteigend in einer mit Ammoniak gesattigten Atmosphäre. Als

mobile Phase diente die Mischung aus 100 ml Isooktan, 5 ml Benzol und 5 ml

Formamid, welcher nach dem Verwerfen der unteren Phase 2 ml Cyclohexan

zugesetzt wurde. Das Sichtbarmachen der Alkaloide erfolgte nach Trocknen der

Chromatogramme bei 90° und nachfolgendem Einwirken von Salzsauredampfen
durch ihre Fluoreszenz im UV-Licht. Die Rf-Werte betragen m diesem System
fur Reserpm 0, 56, Rescmnamin 0,45, Deserpidm 0,72, Serpentin 0,02, Ajmalin
0,10, Ajmalicin 0,87. Carol und Mitarbeiter (92) verwendeten zur Unterschei¬

dung verschiedener Rauwolfia-Arten zwei mobile Phasen. Phase A besteht aus

einem Gemisch von 60 ml n-Heptan, 40 ml Tetrachlorkohlenstoff und 2 ml For¬

mamid. Nach Abtrennung der unteren Schicht werden 2, 5 ml tertiärer Butylalko-
hol zugesetzt. Phase B wird gebildet aus der oberen Schicht eines Gemisches

von 40 ml Benzol, 60 ml Isooktan und 2 ml Formamid. Chromatographiert wur¬

de aufsteigend an mit Formamid imprägniertem Whatman Nr. 1 - Papier, mit

Phase A in einer Ammoniakatmosphàre. Das Verfahren B gestattete die Trennung
von Alkaloiden mit relativ hohen Rf-Werten. Kaiser und Popelak (9 3) trenn¬

ten mit den Losungsmittelgemischen Heptan-Methylathylketon verschiedener Zu¬

sammensetzung an mit Formamid imprägniertem Papier Schleicher und Schull

2043 b mgl. Als mobile Phase verwendeten die Autoren folgende, mit Formamid

gesattigte Losungsmittelgemische: Gemisch A: Heptan-Methylathylketon (1:1),
Gemisch B: Heptan-Methylathylketon (4:1), Gemisch C: Heptan-Methylathylketon
(2:1) mit NH„-Atmosphäre, Gemisch D: Heptan-Methylathylketon (1:1) mit NH3-
Atmosphare, Gemisch E: Xylol-Methylathylketon (1:1) mit NHg-Atmosphare. Als

stationäre Phase dient eine Mischung von Formamid-Azeton (1:4). Das Papier
wird genau 2 Minuten imprägniert und dann zwischen Filtnerpapier abgepresst.
Es wird aufsteigend chromatographiert. Die Sichtbarmachung erfolgt mit UV-Licht

oder fur einzelne Alkaloide mit Farbreagenzien. Die Autoren geben ein Verfahren

zur vollständigen Auftrennung eines Rauwolfia-Alkaloidgemisches an, wozu neben

den bereits aufgeführten Gemischen noch das System F (Methylathylketon-Methyl-
glykol-Wasser 30:2:7) und das System G (Isopropylalkohol-0, 5 n NH4OH 4:1) Ver¬

wendung finden. Die Firma BOEHRINGER (76) verwendet zur Remheitsprufung von

Reserpm die Losungsmittelgemische A und B nach Kaiser und Popelak.

b) Eigene Untersuchungen

Bei der Ausarbeitung einer papierchromatographischen Remheitsprufung fur

Reserpm, die als Arzneibuchmethode Verwendung finden soll, konnte es nicht
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darum gehen, die Vielzahl der Rauwolfia-Alkaloide aufzutrennen, sondern es

stellte sich das Problem, ein Verfahren zu finden, welches die einwandfreie

Abtrennung des Heserpins von seinen Nebenalkaloiden gestattet. Die von Kaiser

und Popelak (93) u.a. verwendeten Lösungsmittelgemische.

n-Heptan/Methyläthylketon 1:1

n-Heptan/Methyläthylketon 2:1, mit NHg-Atmosphäre

schienen sich für die zu lösende Aufgabe am besten zu eignen, weshalb wir uns

zu einer Ueberprüfung dieser Systeme entschlossen. Wir arbeiteten an mit For-

mamid imprägnierten Papieren unter den nachstehenden Versuchsbedingungen.

Apparatur: Wir verwendeten die in der Ph. Helv. V, Suppl. m, beschrie-

benen Chromatographiergefässe zur aufsteigenden bzw. absteigenden Pa¬

pierchromatographie. Die Gefässe wurden durch Umkleiden mit schwar¬

zem Papier für Licht vollständig undurchlässig gemacht und vor Gebrauch

mit der mobilen Phase bzw. bei Ammoniaksättigung mit konzentriertem

Ammoniak RS während mindestens 14 Stunden klimatisiert.

Vorbereiten der Papiere: Das in Streifen zu 8, 12 bzw. 18 cm geschnit¬
tene Chromatographierpapier Whatman Nr. 1 wurde während genau 2 Mi¬

nuten in einem dicht verschlossenen Gefäss in eine Mischung von 20 ml

Formamid und 80 ml Azeton vollständig eingetaucht, zur Entfernung des

überschüssigen Imprägnierungsmittels zwischen Filtrierpapier leicht aus-

gepresst und während 15 Minuten bei Zimmertemperatur zum Trocknen

aufgehängt. Diese Arbeitsweise musste genau eingehalten werden, weil die

Reproduzierbarkeit der Rf-Werte u.a. auch von der Formamidsättigung

abhängig ist. Bei längeren Imprägnierungszeiten resultierten kleinere Rf-

Werte. Die vorbereiteten Chromatographierpapiere wurden nach der Trock¬

nung ohne grosse Verzögerung mit den Substanzen beschickt.

Auftragen der Substanzen: Im Abstand von jeweils 3 cm wurden frisch

bereitete Lösungen der Reinalkaloide (entsprechend 20-100 ug) bzw. eines

TotalaUcaloidgemisches (entsprechend ca. 300 ug) in Narkose-Chloroform

auf die Startlinie aufgetragen. Das Herstellen der Lösungen sowie das

Auftragen der Substanzen erfolgte vor Licht geschützt.

Vorbereiten der mobilen Phase: Die Lösungsmittelsysteme wurden durch

Mischen der Komponenten im jeweils erforderlichen Verhältnis hergestellt,
und die gerade zur Sättigung notwendige Menge Formamid zugesetzt. Die

Gemische wurden erst verwendet, nachdem sie völlig klar waren und wur¬

den nach einmaligem Gebrauch verworfen. Bei mehrmaligem Gebrauch

konnten kleinere Rf-Werte festgestellt werden.

Entwickeln der Papiere: Die mit den Substanzen beschickten Papiere wur-

den sofort in die Chromatographiergefässe gehängt und ohne Vorhängezeit
entwickelt. Wir arbeiteten zuerst aufsteigend, stellten aber in der Folge
auf das absteigende Verfahren um, weil damit konstantere Rf-Werte er¬

reicht wurden. Die Laufzeit betrug aufsteigend 4-5 Stunden, absteigend
ca. 3 Stunden. Während dieser Zeit wandert die Lösungsmittelfront 25-

30 cm.
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Sichtbarmachen der Alkaloide: Die meisten Rauwolfia-Alkaloide fluores-

zieren beim Bestrahlen mit UV-Licht mil blauen, grünen, grünlich-grauen
und gelben bis gelbbraunen Farben. Die Chromatogramme wurden im Trok-

kenschrank bei ca. 120° vom Lösungsmittel und vom grössten Teil des

Formamids befreit und anschliessend unter der UV-Lampe betrachtet.

Einige Nebenalkaloide wurden durch Besprühen mit Zimtaldehyd RS und

Einhängen in ein mit Chlorwasserstoff gefülltes Gefäss sichtbar gemacht.

Bei den Untersuchungen gingen wir so vor, dass wir zuerst die verfügbaren

Reinsubstanzen bzw. Mischungen derselben im System n-Heptan/Methyläthylketon

2:1, mit Ammoniaksättigung, chromatographierten und die erreichte Verteilung

feststellten. Da nicht alle Alkaloide als Reinsubstanzen erhältlich waren, verwen¬

deten wir ausserdem noch ein Totalalkaloidgemisch aus Rauwolfia serpentina Benth.,

welches ca. 5, 4 % Reserpin enthielt. Das Totalalkaloidgemisch wurde uns von

der Firma dort. INVERNI & DELIA BEFFA S.p.A., Milano, in freundlicher

Weise zur Verfügung gestellt. Wie das aus Abb. 7 ersichtliche, aufsteigend ent¬

wickelte Chromatogramm zeigt, lässt sich mit genanntem System eine sehr gute

Verteilung erreichen, in dem es gelingt, Reserpin von den übrigen Alkaloiden

abzutrennen. In der Folge wird basierend auf mit Reinsubstanzen hergestellten

Chromatogrammen versucht, die Lage der wichtigsten Alkaloide im Totalalkaloid¬

gemisch festzulegen.

1 0
| Rf-Wert

t Reserpin 0,77

2 O ï 2 Rescinnamin 0,66

1)3 Raubasin 0,963

4 O 4 Ajmolin 0,15

CXJ \Ij i 5 Tota|oikaioi(|'
^ ^^

ï gemisch
5 CPD CD OOOO

Abb. 7 Verteilung einiger Alkaloide im Totalalkaloidgemisch aus Rauwolfia ser¬

pentina Benth., System: n-Heptan/Methyläthylketon 2:1, NH,-Atmosphäre,
aufsteigend entwickelt.
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Die unmittelbar an die Startlinie anschliessenden 4 Zonen enthalten in der

angegebenen Reihenfolge die Alkaloide Sarpagin, Serpentin, Reserpsäuremethyles-

ter, Serpentinin, Isorauhimbin, Isoajmalin und Ajmalin; letzteres weist auf dem

abgebildeten Chromatogramm den Rf-Wert 0,15 auf. In die nächsten zwei Zonen

entfallen Yohimbin sowie event, auftretende Zersetzungsprodukte von Rescinna-

min und Reserpin. Hierauf folgt ein intensiv gelbbrauner Fleck, welcher wahr¬

scheinlich mit Reserpilin identisch ist. Die unmittelbar vor dem Rescinnamin-

Fleck sichtbare grünblaue Zone und die auf den Reserpin-Fleck folgende grün¬

braune und darauf anschliessende blaue Zone konnten wir nicht identifizieren.

Der nächste Bereich enthält Raubasin, sowie Zersetzungsprodukte von Rescinna-

min und Reserpin, auf die später noch näher eingetreten wird. Der Bereich vor

der Frontlinie enthält Reserpinin. Die Tatsache, dass für die Reserpin-Gewin¬

nung auch andere Rauwolfia-Arten herangezogen werden können, bringt die Mög¬

lichkeit einer Verunreinigung von Reserpin mit weiteren Alkaloiden mit sich,

welche in Rauwolfia serpentina Benth. nicht vorkommen. Bis heute sind aus

etwa 20 Rauwolfia-Arten, welche Reserpin in grösseren oder kleineren Mengen

enthalten, über 40 Alkaloide isoliert worden. Die vom Reserpin-Typ abweichende

Struktur der meisten dieser Alkaloide lässt jedoch auf eine andere Wanderungs¬

geschwindigkeit in den verwendeten Lösungsmittelgemischen schliessen.

Mit dem aufsteigenden Verfahren ergaben sich bei unseren Versuchen wesent¬

lich grössere Rf-Werte als sie Kaiser und Popelak (93) erhielten, welche

an Papier Schleicher und Schüll 2043 b mgl arbeiteten. Die Autoren geben für

Reserpin im System n-Heptan/^ethyläthylketon 2:1 mit Ammoniakatmosphäre ei¬

nen Rf-Wert von 0,60 mit Abweichung von î 5 % an. Die von uns ermittelten

Rf-Werte liegen zwischen 0,77 und 0,88. In der Folge entschlossen wir uns für

das absteigende Verfahren, womit sich kleinere und konstantere Rf-Werte erga¬

ben. In Tab. 5 sind die Rf-Werte der von uns absteigend chromatographierten

Reinalkaloide im System n-Heptan/Methyläthylketon 2:1 mit NH^-Sättigung zusam¬

mengestellt. Bei Reserpin, Rescinnamin und Deserpidin handelt es sich um Mit¬

telwerte aus 15, bei den übrigen Alkaloiden aus 3-5 Chromatogrammen. Die Werte

zeigen eine maximale Streuung von
+ 0,04 Rf-Einheiten.
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Tabelle 5

Alkaloid Rf-Werte

(Mittelwerte)

Farbe im UV

Ajmalin 0,08 blaugrün

Deserpidin 0,72 graubraun

Raubasin 0,82 grüngrau

Rauwolscin 0,36 grünblau

Rescinnamin 0,49 grün

Reserpilin 0,28 gelbbraun

Reserpin 0,56 grün

Reserpinin 0,88 grün

Reserpsäure-methylester 0,03 grün

Serpentin 0,00 blau

Serpentinin 0,00 graublau

Yohimbin 0,23 grüngrau

Rf-Werte einiger Rauwolfia-Alkaloide im System n-Heptan/Methyläthyl-
keton 2:1, NH„-Atmosphäre, absteigend entwickelt.

Beim Erhitzen auf 140 während 10 Minuten geht die schwach graubraune

Fluoreszenz von Deserpidin in ein helles Graublau über. Rauvomitin (Rf-Wert =

0,90) und Sarpagin (Rf-Wert = 0,00) sowie Ajmalin, dessen Fluoreszenz im UV

sehr schwach ist, wurden mit Zimtaldehyd RS sichtbar gemacht, mit welchem

Reagens Ajmalin und Rauvomitin eine violette, Sarpagin eine braune Färbung

zeigt. In Abb. 8 ist die Trennung von Reserpin und Rescinnamin neben Deserpi¬

din und Reserpsäure-methylester veranschaulicht.

Zersetzungsprodukte ; Beim Chromatographieren sämtlicher Reserpin-Muster

bemerkten wir ausser dem Reserpin-Fleck noch eine schwache grüne Fluoreszenz,

welche im System n-Heptan/Methyläthylketon 1:1 den Rf-Wert von 0,14, im Sys¬

tem n-Heptan/Methyläthylketon 2:1 mit NH„-Atmosphäre den Rf-Wert von 0,83

aufwies. Zudem trat auf den im letztgenannten System entwickelten Chromato¬

grammen noch eine weitere sehr schwache grüne Fluoreszenz vom Rf-Wert 0, 24

auf, welche erst auf den trockenen Chromatogrammen sichtbar wurde. Sogar die
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USP Reference Standard-Substanz zeigte ein solches Verhalten. Eine Analogie

war beim Chromatographieren von Rescinnamin festzustellen. Die Beobachtung,

dass auf Reserpin-Chromatogrammen noch ein bzw. mehrere Nebenflecke ent¬

stehen, wurde schon von verschiedenen Autoren gemacht.

1 O
Rf-Wert

1 Reserpin 0,57

2 O 2 Rescinnamin 0,50

3 o 3 Deserpidin 0,73

4 o 4 Reserpsaure - 0,02

methyiester

5 o exD o 5 Gemisch

Abb. 8 Trennung von Reserpin und Rescinnamin im System n-Heptan/Methyläthyl-
keton 2:1, NH.-Atmosphäre, absteigend entwickelt

Banes, Carol und Wolff (91) chromatographierten verschiedene Reser-

pin-Muster und stellten in einigen Mustern einen blau fluoreszierenden Fleck vom

Rf-Wert ca. 0,72 und in den meisten Mustern einen gelb fluoreszierenden Fleck

nahe der Startlinie fest. Paris und Dillemann (81) erhielten einen zweiten

Fleck und glaubten, es handle sich um mit Nebenalkaloiden verunreinigtes Reser¬

pin. McMullen und Mitarbeiter (83) beobachteten auf Chromatogrammen, wel¬

che milden oxydativen Bedingungen ausgesetzt wurden, nahe der Startlinie eine

Zone von gelber Fluoreszenz und niedriger UV-Absorption. Bayer (94) bemerk¬

te bei der papierchromatographischen Untersuchung einzelner Reserpin-Muster
ausser dem Reserpin-Fleck (Rf-Wert = 0, 5) noch das Auftreten von 2 anderen

Flecken (Rf-Werte = 0,03 und 0,9). Der Autor arbeitete aufsteigend und verwen¬

dete mit Formamid gesättigtes Benzol als mobile Phase. Wurde das Reserpin
der Einwirkung von Licht oder Wärme ausgesetzt oder die Lösung in Eisessig
bzw. Chloroform längere Zeit stehen gelassen, so verstärkte sich die Intensität

dieser beiden Flecke. Bayer nahm an, dass es sich um Zersetzungs- oder Um¬

wandlungsprodukte von Reserpin handle und unternahm den Versuch diese zu iden¬

tifizieren. Er glaubte, die Identität des einen Umwandlungsproduktes (Rf-Wert =

ca. 0,9) mit 3-Isoreserpin nachweisen zu können und vermutete, dass das andere

Produkt (Rf-Wert = 0,03) 3-Dehydro-reserpin darstelle. Letztere Vermutung wur¬

de auch von Banes und Mitarbeitern (95) sowie von Weissenborn und Mitar¬

beitern (96) aufgestellt. Umfangreiche Untersuchungen über Reserpin-Zersetzungs-
produkte wurden von Krebs und Futscher (97) ausgeführt. Die Autoren chro-
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matographierten einige Reserpin-Präparate des Handels nach Extraktion des Re-

serpins mit Chloroform. Im System n-Heptan/Methyläthylketon 1:1 war ein mas¬

sig grün fluoreszierender Fleck mit Rf-Wert 0,6 (Reserpin), ein intensiv grün
fluoreszierender Fleck mit Rf-Wert 0,3 - 0,4 (Reserpin-Zersetzungsprodukt 1

= RZl) und ein gelb fluoreszierender Fleck auf der Startlinie (Reserpin-Zerset¬
zungsprodukt 2 = RZ2 sichtbar. Bei Sättigung der Kammer mit Ammoniak lagen
die Rf-Werte höher und Reserpin und RZl tauschten die Plätze. Unterhalb Reser¬

pin trat ein weiterer grün fluoreszierender Fleck (Reserpin-Zersetzungsprodukt
3 = RZ3) auf. Die Autoren vermuteten, dass RZj mit 3-Dehydroreserpin iden¬

tisch sei, welcher Beweis ihnen in einer späteren Arbeit (98) gelang. Mit der

papierchromatographischen Untersuchung von Reserpin-Zersetzungsprodukten be¬

schäftigten sich noch weitere Autoren (99, 100). Ueber die Haltbarkeit von Reser¬

pin-Lösungen bestehen ebenfalls zahlreiche Pulbikationen (101, 102, 103). Auch

mit Hilfe der Plattenchromatographie konnten Schlemmer und Link (104) aus¬

ser dem Reserpin-Streifen noch zwei Nebenstreifen nachweisen. Nach Meinung
der Autoren sind diese beiden Nebenstreifen für die Praxis jedoch ohne Bedeutung,
weil die damit verbundene Gehaltsverminderung weniger als 1 % ausmache. Erst das

Auftreten von weiteren fluoreszierenden Nebenstreifen zeige Veränderung und Zer¬

setzung an.

Die Vermutung, dass der auf sämtlichen Reserpin-Chromatogrammen erhal¬

tene Nebenfleck vom Rf-Wert 0,14 bzw. 0,83 mit 3-Dehydro-reserpin identisch

sein könne, veranlasste uns, dieses nach den Angaben von Krebs und Futscher

(97) herzustellen. Wir legten dabei folgende Vorschrift zugrunde:

"Ca. 30 mg Reserpinbase wurden in 90 ml 5 n Essigsäure gelöst und die¬

se Lösung in einen Messkolben von 100 ml Inhalt gebracht, dann wurden

3,4 ml einer Lösung von 100 mg Natriumnitrit in 100 ml Wasser zugefügt,
mit 5 n Essigsäure bis zur Marke ergänzt und gut durchgeschüttelt. Die

Mischung wurde eine Stunde lang stehengelassen und sodann in einem

Scheidetrichter von 500 ml Inhalt mit 200 ml Narkose-Chloroform ausge¬

schüttelt. Der Narkose-Chloroform-Auszug wurde zur Papierchromatogra¬
phie verwendet. "

Zur papierchromatographischen Untersuchung wurden 0,05 - 0,1 ml des nach

obiger Vorschrift erhaltenen Auszuges (entsprechend ca. 7,5 - 15 ug 3-Dehydro¬

reserpin) auf die Startlinie eines vorbereiteten Papierstreifens gebracht. Daneben

wurden 0,05 ml einer 0,1 %igen Lösung von Reserpin USP Reference Standard

(entsprechend 50 ug) aufgetragen. Die in den üblichen Systemen entwickelten

Chromatogramme sind in Abb. 9 und 10 veranschaulicht. Das nach obiger Vor¬

schrift hergestellte, auf den Chromatogrammen als Zersetzungsprodukt RZ. be¬

zeichnete 3-Dehydro-reserpin befindet sich an der gleichen Stelle wie das aus

Reserpin erhaltene Zersetzungsprodukt und ist von intensiver grüner Fluoreszenz.

Auf der Höhe des Reserpin-Fleckes ist noch eine schwache grüne Fluoreszenz

sichtbar, was auf eine nicht ganz quantitative Umwandlung in 3-Dehydro-reserpin

schliessen lässt.
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Rf-Wert

1 Reserpin 0.53

2 Reserpin 053

3 Zersetzungsx 0,H

Produkt RZ1

Abb. 9 Chromatogramm des aus Reserpinbase hergestellten Zersetzungsproduk¬
tes RZx (= 3-Dehydro-reserpin) neben Reserpin USP Reference Standard.

System: n-Heptan/Methyläthylketon 1:1, absteigend entwickelt.

Nach einer privaten Mitteilung der Firma PENICK (105) weist die von der

USP verwendete Reference Standard - Substanz beim Chromatographieren nach

Kaiser und Popelak (93) ausser dem Reserpin-Fleck (Rf-Wert = 0,60) eine

weitere schwache Fluoreszenz (Rf-Wert = 0,26) auf. Wenn sich diese Angaben

auf das System n-Heptan/Methyläthylketon 1:1 beziehen, dürfte die Fluoreszenz

von 3-Dehydro-reserpin herstammen.

1 n i \

Rf-Wert

f Reserpin 0,52

V_7 \J

/""**

2 Z)
c

2 Reserpin 0,52

3 0 3 Zersetzungs- 0,79

Produkt RZ 1

Abb. 10 Chromatogramm des aus Reserpinbase hergestellten Zersetzungsproduk¬
tes RZi (= 3-Dehydro-reserpin) neben Reserpin USP Reference Standard,

System: n-Heptan/Methyläthylketon 2:1, NH3-Atmosphäre, absteigend ent¬

wickelt.
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Die weitere sehr schwache Fluoreszenz vom Rf-Wert 0,24, welche auf im

System n-Heptan/Methyläthylketon 2:1 mit NH„-Atmosphäre entwickelten Chroma-

togrammen auftrat, verstärkte sich bei Verwendung von alten Lösungen oder nicht

strikter Einhaltung des Lichtschutzes. Wurden die Lösungen längere Zeit dem Ta¬

geslicht ausgesetzt, so trat in beiden Systemen am Startpunkt eine weitere inten¬

siv gelbe Fluoreszenz in Erscheinung. Eine Verstärkung der Fluoreszenz von

3-Dehydro-reserpin war unter diesen Bedingungen hingegen nicht zu verzeichnen.

Einwirkung von Tageslicht scheint eine fortlaufende Zersetzung in höhere Oxyda¬

tionsprodukte nach sich zu ziehen, weshalb es unbedingt notwendig ist, alle Mani¬

pulationen unter Lichtschutz vorzunehmen. Auch sollen nur frisch bereitete Lö¬

sungen zur Anwendung gelangen. Die gelbe Fluoreszenz am Startpunkt und die

nur bei Sättigung der Kammer mit Ammoniak auftretende sehr schwache grüne

Fluoreszenz vom Rf-Wert 0,24 dürften auf die von Krebs und Futscher (97)

als RZ3 bzw. RZ2 bezeichneten Zersetzungsprodukte zurückzuführen sein.

Die Tatsache, dass Reserpin Oxydationen leicht zugänglich ist, sowie die

Vermutung, dass die Zersetzungsprodukte erst während des Chromatographier-

vorgangs gebildet werden, veranlasste uns, die Verwendung eines Reduktionsmit¬

tels zu untersuchen. Auf Grund der guten Löslichkeit in organischen Lösungsmit¬

teln schien Thioharnstoff für diesbezügliche Untersuchungen geeignet zu sein. Wir

setzten der Imprägnierlösung 1 %, der aufzutragenden Reserpin-Lösung 0,1 %

Thioharnstoff zu. Die Rf-Werte waren in beiden Systemen etwas niedriger (ca.

0,05 Rf-Einheiten); die Fluoreszenzen der Rauwolfia-Alkaloide waren im allge¬

meinen intensiver, insbesonders zeigte Reserpilin eine verstärkte braun-orange

Färbung. Die beim Chromatographieren von Reserpin und Rescinnamin unter ge¬

wöhnlichen Bedingungen beobachteten Nebenfluoreszenzen traten jedoch auch auf

diesen Chromatogrammen in Erscheinung. Höher konzentrierte Imprägnierlösung¬

gen konnten nicht verwendet werden, da die Substanzen auf so vorbehandelten Pa¬

pieren nicht mehr genügend wanderten und zu Schwanzbildung neigten. Da es auch

bei Verwendung eines Reduktionsmittels nicht gelang, die auf Reserpin-Chromato-

grammen auftretenden Nebenfluoreszenzen auszuschalten, sind diese in der Forde¬

rung entsprechend zu berücksichtigen. Die Prüfungsvorschrift der Firma BOEH-

RINGER (76) limitiert die ausser dem Reserpinfleck auftretenden Fluoreszenzen

indem das chromatographische Verhalten des Untersuchungsmusters und der USP

Standard-Substanz miteinander verglichen wird.

Um das beschriebene Verfahren auf seine Leistungsfähigkeit als Reinheits-
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prüfung zu untersuchen, stellten wir uns die Aufgabe, abzuklären, welche Alka-

loidmengen ohne Nachteil gerade noch chromatographiert werden können, und ob

sich sehr kleine Mengen Nebenalkaloide von einer relativ grossen Menge Reser-

pin überhaupt abtrennen lassen. Nach unseren Feststellungen können bei streifen¬

förmigem Auftragem im System n-Heptan/Methyläthylketon 1:1 100 ug, im Sys¬

tem n-Heptan/Methyläthylketon 2:1 mit NH„-Atmosphäre 50 /ug Reserpin chroma¬

tographiert werden, wobei allerdings relativ grosse, bandförmig angeordnete

Flecke entstehen. Die Nachweisbarkeitsgrenzen beim Bestrahlen mit UV-Licht

sind für die Rauwolfia-Alkaloide sehr günstig. Sie liegen zwischen 0,05und0,5ug

(93), so dass der Leistungsfähigkeit der Prüfung bezüglich des Nachweises prak¬

tisch keine Grenzen gesetzt sind. Nach unseren Befunden können im System n-

Heptan/Methyläthylketon 2:1 mit NH„-Atmosphäre Verunreinigungen von 1 % De-

serpidin und 2 % Rescinnamin in Reserpin noch sicher nachgewiesen werden.

Untersuchungen, die wir mit dem Lösungsmittelgemisch Isobutanol/Toluol

1:1, mit Wasser gesättigt, an gepufferten Papieren (pH = 3,2 - 6,6) vornahmen,

führten nicht zur Lösung der gestellten Aufgabe. Reserpin, sowie alle Alkaloide,

welche in den oben beschriebenen Systemen Rf-Werte > 0,60 aufweisen, wandern

hier mit der Lösungsmittelfront. Das Gemisch eignet sich daher ausschliesslich

zur Trennung der Rauwolfia-Alkaloide, die sich auf in den anderen Systemen ent¬

wickelten Chromatogrammen unterhalb Reserpin befinden.

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass sich die Systeme n-Heptan/Methyl¬

äthylketon 1:1 bzw. 2:1 mit NH.-Atmosphäre, die wir hinsichtlich ihres Trennef¬

fektes und im besonderen bezüglich ihrer Leistungsfähigkeit als Reinheitsprüfung

untersuchten, für das gestellte Problem als sehr geeignet erwiesen. Im System

n-Heptan/Methyläthylketon 2:1 mit NH„-Atmosphäre wird Reserpin von den Alka-

loiden aus Rauwolfia serpentina Benth., sowie von einer Anzahl weiterer Rauwol¬

fia-Alkaloide abgetrennt, und es gelingt hier auch die einwandfreie Trennung von

Reserpin und Rescinnamin. Die Tatsache, dass wahrscheinlich während des Chro-

matographiervorgangs immer Spuren von 3-Dehydrq-reserpin entstehen, welches

im System 2:1 den Rf-Wert von 0,83 aufweist und daher zur Verwechslung mit

Verunreinigungen anderer Rauwolfia-Alkaloide führen könnte, erfordert für exakte

Reinheitsprüfungen die Herstellung eines zweiten Chromatogrammes. Die Verwen¬

dung des Systems 1:1, worin der Rf-Wert von 3-Dehydro-reserpin 0,14 beträgt,

die anderen auszuschliessenden Alkaloide praktisch aber keine Aenderungen be¬

züglich der Rf-Werte aufweisen, ist daher im Sinne einer Ergänzung zu betrachten.
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Wegen der äusserst günstigen Erfassungsgrenze für 3-Dehydro-reserpin (0,02 ug)

sind in den für die papierchromatographische Reinheitsprüfung vorgeschlagenen

50 ug bzw. 100 ug Reserpin bereits 0,04 % bzw. 0,02 % 3-Dehydro-reserpin

nachweisbar. Die nur beim Chromatographieren in Ammoniak-Atmosphäre auftre¬

tende, sehr schwache grüne Fluoreszenz vom Rf-Wert 0,24 war ebenfalls nicht

auszuschalten und wird in der Reinheitsforderung berücksichtigt.

Wir empfehlen, für Resperin das von uns überprüfte, sehr leistungsfähige

papierchromatographische Verfahren als Identitäts- sowie als Reinheitsprüfung

auf andere Rauwolfia-Alkaloide in die Pharmakopoe aufzunehmen. Die Ausführung

der Untersuchungen ist im Artikelvorschlag (s.S. 181) auf das genaueste beschrie¬

ben.

Reinheitsprüfungen

a) Physikalische und physikalisch-chemische Prüfungen

Schmelzbereich: In der Literatur sind für Reserpinbase folgende Schmelz¬

intervalle (unter Zersetzung) angegeben:

Brit.Ph. 1958 ca. 270° (korr.)

Merck Index 7th Ed. (153) 264 - 265°

DAK Praeparater (154) 270 - 275° (korr.)

Schw.Pat. 308689 (1955) 262 - 263°

Prüfungsvorschrift Boehringer
(76) 262 - 270°

Prüfungsvorschrift Penick

(105) 283 - 285° (in ev. Röhrchen)

USP XVI verzichtet auf diese Bestimmung. Da es sich um einen Zersetzungs¬

punkt handelt, sind die Bedingungen bei der Bestimmung von Bedeutung. In den

meisten Vorschriften wird das Heizbad vorgewärmt und die Temperatur vorge¬

schrieben, bei welcher die Substanz eingebracht werden soll. Diese Temperatur

liegt 10 - 20 unterhalb der Schmelztemperatur. Wir brachten die Substanzmus¬

ter in das auf ca. 240 vorgewärmte Bad und steigerten die Temperatur um 4

pro Minute. Bei Einhalten dieser Bedingungen konnten reproduzierbare Werte er¬

halten werden.
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Die von uns bestimmten Schmelztemperaturen betrugen:

Handelsmuster unkorr. Wert korr. Wert

I 254 - 255° 262,1 - 263,1°
n 255 - 256° 263,1 - 264,2°
DI 255 - 256° 263,1 - 264,2°
IV 252 - 253° 260 - 261°

V 252,5 - 253,5° 260,5 - 261,5°
VI 252 - 253° 260 - 261°

VU 252,5 - 253,5° 260,5 - 261,5°
Vm 253 - 254° 261 - 262,1°

In Anbetracht dieser Werte scheint uns ein Schmelzintervall von 252 - 257 (un¬

korr.) bzw. 260 - 265 (korr.) angemessen, welches wir als Forderung für un¬

ser Arzneibuch vorschlagen möchten. Wir glauben, dass auf die Bestimmung der

Schmelztemperatur nicht verzichtet werden sollte, da diese auch als Identitäts¬

prüfung zur raschen Unterscheidung von anderen Rauwolfia-Alkaloiden von Bedeu¬

tung ist.

Löslichkeit, Prüfung auf unlösliche und färbende Verunreinigungen: Eine

solche Prüfung wird nur von DAK Praeparater (154) vorgeschrieben, indem eine

Lösung von Reserpin in Chloroform auf klare Löslichkeit und mittels einer Grenz¬

reaktion auf färbende Verunreinigungen geprüft wird. Wir führten die Prüfung mit

der Stammlösung S n durch, welche in der Folge zu quantitativen Bestimmungen

(Spez. Drehung, Verbrennungsrückstand) herangezogen wird und deshalb mit genau

gewogener, getrockenter Substanz hergestellt werden muss. Zu deren Zubereitung

lösten wir ca. 0,2 g getrocknete Substanz (genau gewogen) in 2,0 ml Chloroform.

Sämtliche Muster lösten sich völlig auf. Beim Vergleich mit den Farbvergleichs-

lösungen Ph. Helv. V, Suppl. m, stellten wir folgende Färbungen fest:

Handelsmuster Farbvergleichslösung Handelsmuster Farbvergleichslösung

I = G2 V = G3
n = G4 VI = G2
m = G4 vn = G2
IV = G5 vm = G4
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Die Forderung für den Pharmakopöetext soll lauten:

"0,2 g getrocknete Substanz (genau gewogen) werden in 2 ml Chloroform

gelöst. Diese Lösung muss klar sein und darf bei sofortiger Betrachtung
nicht stärker gelb gefärbt sein als Farbvergleichslösung G2. Die Lösung,
welche in einem Messkolben von 20 ml Inhalt mit Chloroform bis zur

Marke verdünnt wird, dient als Stammlösung S n für die Prüfungen 4 und

12. Prüfung 4 ist sofort durchzuführen. "

Reaktion des wässrigen Auszuges: DAK Praeparater (154) fordert, dass

der wässrige Auszug neutrale bis schwach saure Reaktion aufweisen soll. Die

übrigen Prüfungsvorschriften verzichten auf diese Prüfung.

Wir stellen einen wässrigen Auszug her durch Schütteln von 50 mg Reser¬

pinbase mit 10,0 ml frisch ausgekochtem heissen Wasser. Das Filtrat dient in

der Folge als Stammlösung S n zu weiteren Reinheitsprüfungen.

Die von uns ermittelten pH-Werte betragen:

Handelsmuster

I

n

m

rv

v

VI

vn

vm

pH-Wert pH-Wert

potentiometrisch Farbtabelle

6,80 6,60

6,55 6,60

7,10 7,00

7,00 6,80

6,83 6,60

6,70 6,80

6,95 7,00

6,85 6,80

Wir glauben, unsere Forderung auf einen pH-Wert von 6,4 - 7,2 festlegen

zu können.

Spezifische Drehung: Ueber die spezifische Drehung von Reserpinbase konn¬

ten wir der Literatur folgende Angaben entnehmen:

Merck Index 7th Ed. (153)

Brit.Ph.1958

20

Wd -118u

-113 bis -123L

(l%ige Lösung in

Chloroform)
(l%ige Lösung in

Chloroform)
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DAK Praeparater (154) [et] ^° = -107, 5 bis -125c

Prüfungsvorschrift Inverni (77) [cCj _ = -125.5

Prüfungsvorschrift Penick (105) [oC]
*

= -119,5'

Prüfungsvorschrift Penick (105) [crtj
n

Prüfungsvorschrift Boehringer [ot] =

(76)
D

-109"

-109,4° t 2°

(1 %ige Lösung
in Chloroform)

(1 %ige Lösung
in Chloroform)

(1 %ige Lösung
in Chloroform)

(1 %ige Lösung
in 36%iger Essig¬
säure)

(1 %ige Lösung
in 2 n Essigsäure)

Die Bestimmung wird entweder in Chloroform oder in Essigsäure verschie¬

dener Konzentration ausgeführt.

Wir bestimmten die spezifische Drehung unserer Muster in Chloroform und

in 36 %iger Essigsäure.

Für eine 1 %ige Lösung ergaben sich die folgenden Werte (Mittel aus 2-3

Bestimmungen).

Handelsmuster

I

n

m

IV

V

VI

vn

vm

Spezifische Drehung
in Chloroform in 36 %iger Essigsäure

o

iO

o

-122,02

-123,28°

-123,48'

-129,48'

-122,57°

-124,43°

-120,75°
-122,72°

p

-110,69"

-110,10°

-110,95°

-110, 40'

-110,78°

-112,62°

-110,68°
-110,89°

Da bei Verwendung von Chloroform als Lösungsmittel vor der Bestim¬

mung noch auf Löslichkeit und auf färbende Verunreinigungen geprüft werden kann,

möchten wir diesem Lösungsmittel den Vorzug geben. Die spezifische Drehung

unserer Muster lag zwischen -120,75 und -124,43 .
Dabei ist allerdings Muster

IV nicht berücksichtigt, welches mit -129,48 einen extrem hohen Wert ergab.

Da Muster IV jedoch allen anderen Forderungen entsprach, erachten wir es als

berechtigt, die Grenzwerte der spezifischen Drehung mit -119 und -130 festzu¬

legen.
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Spektrophotometrie: Sämtliche der uns bekannten Prüfungsvorschriften zie¬

hen die spektrophotometrische Messung zur Identitäts- und Reinheitsprüfung von

Reserpin heran. Dieses besitzt ein flaches Maximum bei 217 - 219 mu, ein aus¬

geprägtes Maximum bei 267 - 268 mu und eine daran angrenzende Schulter bei

293 - 296 mu. Ein Minimum befindet sich bei 246 - 247 mu. Das UV-Spektrum

im Bereich von 240 - 305 mu ist in Abbildung 11 veranschaulicht.

Q550 *

Q500 '

/

0,400

/

/

0.300 .

\l
1 1

\
240 260 280

Wellenlänge

300 myu

Abb. 11 UV-Spektrum von Reserpin (USP-Reference Standard)
in Aethanol 94 %.
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Nachstehende Angaben, die wir der besseren Vergleichsmöglichkeit wegen

alle als spezifische Extinktion E. angeben, konnten wir der Literatur ent¬

nehmen.

Merck Index 7th Ed. (153)

Brit.Ph.1958

DAK Praeparater (154)

Prüfungsvorschrift Jhverni (77)

Prüfungsvorschrift
Boehringer (76)

Prüfungsvorschrift Penick (105)

Maxima

in mu

Minima

in mu
lern

Lösungsmittel

216

267

295

1013

279

151

Chloroform

268

295

ca. 270

ca. 170 Weingeist 95%

269 t 2

295 t 2

2501 3

ca. 284

ca. 156

ca. 198

Chloroform

268

295

274

171 Weingeist 95%

217-219

267-268

293-296

246-247

286-288

920-975

273-285

170-180

Weingeist 95%
mit 0,25%
Chloroform

267

243

286

135,5
0,05 n Essig¬
säure

USP XVI verwendet zum Vergleich eine Standardsubstanz (= unsere Versuchs¬

substanz VHI) und fordert, dass die Abweichung gegenüber dieser bei 268 mu

und 295 mu nicht mehr als 3 % betragen dürfe.

Die Prüfungsvorschrift der Firma BOEHRINGER (76) lässt im weiteren noch

folgende Extinktionsverhältnisse überprüfen:

Die Extinktion bei 300 mu dividiert durch die Extinktion bei 288 mp soll zwischen

0,963 und 0,985, die Extinktion bei 268 mp dividiert durch die Extinktion bei

295 mp zwischen 1,560 und 1,622 liegen.

Genannte Extinktionsverhältnisse wurden von uns ebenfalls ermittelt.

Wir bestimmten die Extinktion bei den drei Maxima. Als Lösungsmittel dien¬

te uns Aethanol 94 %. Um die Lösungen bei Zimmertemperatur herstellen zu kön¬

nen, lösten wir die Substanz in wenig Chloroform und ergänzten mit Aethanol 94%

bis zum vorgeschriebenen Volumen. Für die Messung bei 217 - 218 mp verwen-
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deten wir eine 0,0005 %ige, für die übrigen Messungen eine 0,002 %ige Lösung.

Die ermittelten Werte betragen:

El%
1 cm E bei 300mu E bei 268mu

Handels¬

muster
217-218 mu 267-268 mp 293-295 mu E bei 288mu E bei 295nui

I 986 273,5 173,5 0,963 1,576

n 958 274 173,5 0,963 1,584

m 954 279 178 0,963 1,563

IV 1010 273,5 173,5 0,965 1,576

V 974 272,5 173 0,965 1,575

VI 966 276 172,5 0,913 1,622

vn 930 284 174,5 0,985 1,567

vm 978 279 175,5 0,964 1,570

Für die Pharmakopoe erscheint es uns hinreichend, die spezifische Extink¬

tion bei den Maxima 267-268 mu und 293-295 mu bestimmen zu lassen. Andere

Arzneibücher sehen ebenfalls von einer Bestimmung bei 217-218 mu ab. Wir

schlagen für den Pharmakopöetext folgende Formulierung vor und glauben in

Anlehnung an unsere Resultate die Grenzwerte wie folgt festlegen zu können:

"0,1 g getrocknete Substanz (genau gewogen) werden in 10 ml Chloroform

gelöst und die Lösung in einem Messkolben von 200 ml Inhalt mit Aetha-

nol 94 % bis zur Marke verdünnt. 4, 00 ml dieser Lösung werden in ei¬

nem Messkolben von 100 ml Inhalt mit Aethanol 94 % bis zur Marke ver¬

dünnt, und es wird sofort bei einer Schichtdicke von 1 cm mit einem

geeigneten Spectrophotometer die Extinktion des bei 267-268 mu und des

bei 293-295 mp liegenden Absorptionsmaximums gemessen. Der Extink¬

tionskoeffizient E RLmuss bei 267-268 mp mindestens 270 und darf

höchstens 285, bei 293-295 mp mindestens 170 und darf höchstens 180

betragen.
"

b) Chemische Reinheitsprüfungen

Der Literatur konnten wir keine Angaben über aufgefundene Verunreinigun¬

gen, Verfälschungen oder Verwechslungen entnehmen. Sämtliche Monographien

beschränken sich auf Reinheitsprüfungen physikalisch-chemischer Natur. Wir

hielten uns in der Auswahl der auszuführenden Prüfungen an die Ph. Helv. V,
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welche bei den meisten Substanzen auf Schwermetalle, Chlorid und Sulfat, ferner

auf konzentrierte Schwefelsäure und konzentrierte Salpetersäure färbende Verun¬

reinigungen prüfen lässt. Ausserdem prüften wir unsere Muster noch auf Abwe¬

senheit von Alkalimetallen.

Für die Mehrzahl der Prüfungen verwendeten wir einen wässrigen Auszug

(Stammlösung S I), welcher wie folgt erhalten wird:

"50 mg Reserpinbase werden mit 10 ml frisch ausgekochtem heissen

Wasser in einem Reagensglas mit Glasstopfen während 2 Minuten kräftig
geschüttelt. Das Filtrat dient nach dem Erkalten als Stammlösung S I

für die Prüfungen 7, 8, 9 und 10. "

Abwesenheit von Alkalimetallen: In sämtlichen Mustern waren höchstens

zulässige Spuren von Natrium nachweisbar. Durch das Kobaltglas betrachtet, war

keinerlei Flammenfärbung wahrzunehmen.

Für die Pharmakopoe sehen wir von dieser Prüfung ab.

Abwesenheit von Schwermetallen: Wir führten die Prüfung mit 3 ml S I nach

den Vorschlägen zur Ph. Helv. VI aus. Da sämtliche Muster der Grenzreaktion a n

entsprachen, wird diese als Grenze der höchst zulässigen Opaleszenz festgelegt.

Abwesenheit von Chlorid und Sulfat: Die Prüfungen wurden nach den Vor¬

schlägen zur Ph. Helv. VI mit je 2 ml S I vorgenommen. Da bei keinem Muster

stärkere Opaleszenz auftrat als bei Grenzreaktion a II, werden die Forderungen

entsprechend formuliert.

Prüfung auf konzentrierte Schwefelsäure färbende Verunreinigungen: Die Lö¬

sung von 20 mg Reserpinbase in 2 ml konzentrierter Schwefelsäure RS war be¬

reits in der Kälte sehr stark gelb gefärbt, weshalb diese Prüfung nicht durchge¬

führt werden kann. Interessehalber verfolgten wir die Färbungen der Lösung nach

Erwärmen im siedenden Wasserbad. Diese zeigten folgendes Aussehen:

in der Kälte sofort sehr stark gelb

nach 5' Erwärmen im Wasserbad olivgrün

nach 10' Erwärmen im Wasserbad olivgrün verstärkt

nach 15' Erwärmen im Wasserbad braunstichig olivgrün

nach 20' Erwärmen im Wasserbad grünstichig braun
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Abwesenheit von konzentrierte Salpetersäure färbenden Stoffen: 20 mg Re-

serpinbase lösten sich in 2 ml konzentrierter Salpetersäure RS mit dunkelrot¬

brauner Farbe, welche innerhalb 3 Minuten blasser wird. Auch diese Prüfung

ist nicht durchführbar.

Quantitative Bestimmungen

a) Feuchtigkeitsgehalt

Auf Feuchtigkeit prüfen USP XVI, Brit.Ph. 1958 und die Prüfungsvorschrif¬

ten der Firma INVERNI (77). Nach diesen Vorschriften wird Reserpin während

3 bzw. 2 Stunden bei 60° getrocknet. Nach Brit. Ph. 1958 darf dabei der Druck

5 Torr nicht überschreiten. Der Feuchtigkeitsgehalt soll nicht mehr als 0,5 bzw.

1 % betragen. Die Prüfungsvorschriften der Firma BOEHRINGER (76) ermitteln

den Feuchtigkeitsgehalt durch Trocknen während 6 Stunden bei 60° unterhalb 20

Torr über Diphosphorpentoxyd und tolerieren 0,5 % Feuchtigkeit. Wir trockne¬

ten je 0,5 g unserer Muster im Trockenschrank bei 60 während 3 Stunden und

machten die Feststellung dass der Gewichtsverlust bei allen Proben unwägbar

war, d.h. weniger als 0,5 mg betrug. Mit dieser Methode ermittelten wir daher

bei sämtlichen Mustern Feuchtigkeitsgehalte von weniger als 0,1 %. Auch nach

nochmals dreistündigem Trocknen war kein Gewichtsverlust mehr zu verzeich¬

nen.

Durch Trocknen im Vakuum über Phosphorpentoxyd bei 60° während 6 Stun¬

den stellten wir mit einer Einwaage von 0,3 g die folgenden Feuchtigkeitsgehalte

fest:

Handelsmuster Feuchtigkeitsgehalt Handelsmuster Feuchtigkeitsgehalt

I 0,42 % V 0,40 %

H 0,26 % VI 0,43 %

m 0,19 % VH 0,33 %

iv 0,06 % vm 0,24 %

Aus den Resultaten ist ersichtlich, dass mit der Trockenschrank-Methode

bei einer Temperatur von 60 die Feuchtigkeit nicht erfasst werden kann. Es
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kommt daher nur die Trocknung im Vakuum über Phosphorpentoxyd in Frage ,

und wir glauben fordern zu können, dass so geprüft, Reserpinbase maximal

0, 5 % Feuchtigkeit aufweisen darf.

b) Verbrennungsrückstand

Sämtliche der uns bekannten Prüfungsvorschriften nehmen diese Bestimmung

vor und tolerieren einen Verbrennungsrückstand von 0,1 bzw. 0,2 %.

Im Sinne der Substanzersparnis verwendeten wir 15 ml Stammlösung S H,

entsprechend 0,15 g Reserpinbase, und führten die Bestimmung nach Verdampfen

des Lösungsmittels aus. Von den verschiedenen Mustern erhielten wir Rückstän¬

de von 0,0000 bis 0,0002 g.

Wir gelangen deshalb zur Forderung, dass der Verbrennungsrückstand von

0,15 g Reserpinbase unwägbar sein soll.

c) Gehaltsbestimmungen

Zur quantitativen Reserpin-Bestimmung finden wir in der Literatur vor

allem UV-spektrophotometrische, kolorimetrische und fluorimetrische Methoden,
welche im besonderen zur Untersuchung von Reserpin-Präparaten herangezogen
werden. Von den UV-spektrophotometrischen Verfahren sei dasjenige
von Sakal und Merril (106) erwähnt. Genannte Autoren arbeiten in 5 N-Essig-
säure, wobei das Beer*sehe Gesetz bei Konzentrationen zwischen 5 bis 30 mg/l
erfüllt ist. Die Messung erfolgt beim Absorptionsmaximum von 267 mu. Eine

weitere UV-spektrophotometrische Methode wird von Banes, Carol und

Wolff (91) angegeben. Die Bestimmung erfolgt nach säulenchromatographischer
Abtrennung des Reserpins von den Begleitstoffen und event. Zersetzungsproduk¬
ten. Im britischen Arzneibuch wird das UV-Spektrum zur Reserpin-Bestimmung
in Tabletten verwendet.

Von den ebenfalls zahlreichen kolorimetrischen Methoden möchten

wir diejenige von Booth (107) anführen. Das Reserpin wird hier in einen Brom¬

phenolblau-Komplex übergeführt, der bei 402 mu ein Absorptionsmaximum besitzt.

Eine andere kolorimetrische Methode zur Bestimmung von Rauwolfia Alkaloiden

oder Reserpin in Präparaten wird von Wunderlich (108) beschrieben. Die Al-

kaloide werden als Reineckate gefällt, der Niederschlag abgetrennt, in Methanol

gelöst und der Alkaloid-Reineckat-Komplex bei 427 mu photometriert.
Das im amerikanischen Arzneibuch aufgeführte kolorimetrische Verfahren

zur quantitativen Reserpin-Bestimmung (Reinsubstanz, Injektionslösung, Tablet¬

ten) beruht auf der von Szalkowski und Mader (109) angewandten und von

Banes und Mitarbeitern (110) weiter entwickelten Nitrit-Methode. Reserpin wird

durch Behandeln mit Natriumnitrit unter Zusatz von Salzsäure oder Schwefel¬

säure in 3-Dehydro-reserpin übergeführt, welches sich durch die grünlich¬
gelbe Farbe seiner Lösungen auszeichnet und bei 388-390 mji ein Absorptions¬
maximum besitzt. Die Absorption der Versuchslösung wird mit derjenigen einer
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CH30
ÄÄ

CHgO'

+ NaNC>2 CH-0-Ç

-2H 0

0CHo

0-Ç-43-OCHg
OCH3

3 -Dehydro-reserpln

OCH3

gleich behandelten Standardlösung verglichen und daraus der Reserpingehalt be¬

rechnet. Um event, vorhandene Zersetzungsprodukte, welche schon vor der Ni¬

trit-Behandlung bei 388-390 mu licht absorbieren, auszuschalten, wird mit der

Versuchs- und mit der Standardlösung je eine Blindbestimmung ausgeführt. Der

mit dieser Methode bestimmte Reserpingehalt soll nach USP XVI 96 - 101,0 %
(bezogen auf die getrocknete Substanz) betragen.

Eine fluorimetrische Bestimmungsmethode wurde von Dechene

(111) ausgearbeitet, welche sich nach Mannell und Allmark (112) sehr gut
als Routine-Methode zur Bestimmung von Reserpin in Tabletten, Elixieren und

Injektionslösungen eignen soll.

Brit. Ph. 1958, DAK Praeparater (154) sowie andere Prüfungsvorschriften
(76,77) lassen zur Bestimmung der Reinsubstanz die Titration mit Perchlor¬

säure in wasserfreiem Milieu ausführen. Als Indikator wird Kristallvio¬

lett oder Quinaldinrot (Brit. Ph. 1958) vorgeschrieben. Zur Verwendung gelangt

0,1 N-Perchlorsäure oder 0,05 N-Perchlorsäure (Brit. Ph. 1958). DAK Praepa¬
rater (154) lässt mit 0,01 N-Perchlorsäure titrieren und fügt der Lösung der

Substanz in Eisessig etwas Dioxan zu, um das Erkennen des Farbumschlages zu

erleichtern.

Die Gehaltsforderung lauten:

Brit. Ph. 1958

DAK Praeparater (154)

Prüfungsvorschrift
Boehringer (76)

98,5 - 101,5 % (bezogen auf getrocknete Substanz)

98,0 - 102,0 %

98,5 - 101,5 % (bezogen auf getrocknete Substanz)

Wir führten folgende Gehaltsbestimmungen aus:

1. Titration mit Perchlorsäure in Eisessig: Für die potentiometrischen

Kontrollbestimmungen lösten wir 0,3045 g (= l/2 Milliäquivalent) getrocknete
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Reserpiribase in 40 ml wasserfreiem Eisessig, fügten 3 ml Essigsäureanhydrid

und 3 Tropfen Kristallviolett RS zu und titrierten mit 0,05 N-Perchlorsäure in

Eisessig. Zuerst ermittelten wir den Umschlagspunkt, indem wir die Farbe des

Indikators beim grössten Potentialsprung beobachteten. Aus Abb. 12 ist die Ti¬

trationskurve sowie die Farbänderung des Indikators im Bereiche des Umschlags¬

punktes nach Zusatz jeweils gleicher Volumenteile der Titrierflüssigkeit ersicht¬

lich.

700

600

o
>

2

500

400

8 10 12ml

0,05 N - Perchlorsaure

Abb. 12 Titrationskurve von Reserpinbase

Einwaage: lß Milliäquivalent, Potentialanstieg zwischen 8 ml und 12 ml 0,05 N-

Perchlorsäure

Der Umschlag erfolgt von Reinblau nach Grünstichigblau.

Für die visuelle Titration lösten wir ca. 0,3 g getrocknete Substanz (genau

- gelb

grün

grünblau

blau

violett blau

violett
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gewogen) in 20 ml wasserfreiem Eisessig, fügten 3 ml Essigsäureanhydrid und

3 Tropfen Kristallviolett RS zu und titrierten bis zum ersten Farbumschlag nach

Grünstichigblau.

1 ml 0,05 N-Perchlorsäure entspricht 30,45 mg C-.H.-OgN,

Wir ermittelten folgende Resultate:

Handelsmuster Titration mit 0,05 KF- Perchlorsäure Mittelwert aller

visuell potentiometrisen Bestimmungen

I 99,93 % 99,75 % 99,84 % 99,78 % 99,83 %

II 99,96 % 99,74 % 99,99 % 99,60 % 99,82 %

m 99,84 % 99,76 % 99,94 % 99,84 %

IV 100,04 % 99,82 % 99,95 % 99,94 %

V 99,50 % 99,38 % 99,53 % 99,47 %

VI 99,74 % 99,55 % 99,60 % 99,63 %

vn 98,97 % 99,18 % 99,30 % 99,23 % 99,17 %

vm 99,99 % 99,84 % 99,95 % 99,87 % 99,91 %

2. Kolorimetrische Bestimmung ("Nitrit-Methode"): Wir hielten uns an die

für die Reinsubstanz angegebene Vorschrift des amerikanischen Arzneibuches.

Für die Bestimmung stand uns die USP Reference Standard-Substanz (= Muster

Vm) zur Verfügung.

"Einer Lösung von 25 mg getrockneter Standard-Substanz (genau gewogen)
in 0,25 ml Chloroform werden ca. 30 ml Methylalkohol von 50° zugefügt,
und die Mischung wird mit Hilfe von warmem Methylalkohol quantitativ in

einen Messkolben von 250 ml Inhalt gebracht. Nach Abkühlen auf Zimmer¬

temperatur wird mit Methylalkohol bis zur Marke aufgefüllt und gut durch¬

gemischt.
In gleicher Weise wird die Lösung der zu prüfenden Reserpin Reinsubstanz

hergestellt. Beide Lösungen sind vor Licht zu schützen.

Kurz vor der Gehaltsbestimmung werden 10 ml jeder Lösung in je einen

Messkolben von 50 ml Inhalt gebracht, 36 ml Chloroform zugefügt und mit

Methylalkohol bis zur Marke aufgefüllt (Standard- und Versuchslösung). Nun

werden von vorstehender Standardlösung und Versuchslösung je 2 mal 5 ml

in einen Messkolben von 10 ml Inhalt gebracht und jedem der insgesamt
4 Messkolben 2 ml Methylalkohol zugesetzt. Je einem Messkolben der Stan¬

dardlösung und der Versuchslösung fügt man 1 ml einer 0,3 %igen Natrium¬

nitritlösung in 50 %igem Methylalkohol und 5 Tropfen konzentrierte Salz¬

säure RS zu. In die beiden übrigen Messkolben, welche die Blindproben
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der Standard- und der Versuchslösung darstellen, bringt man 1 ml 50%igen
Methylalkohol und 5 Tropfen konzentrierte Salzsäure RS. Man mischt alle

Messkolben gut durch und lässt 30 Minuten lang stehen. Dann bringt man

in jeden der 4 Messkolben 0, 5 ml Ammoniumsulfamat RS, füllt mit Methyl¬
alkohol bis zur Marke auf und mischt gut durch. Nach 10 Minuten wird die

Extinktion aller 4 Lösungen in einem geeigneten Spektrophotometer bei ei¬

ner Schichtdicke von 1 cm und einer Wellenlänge von 390 mu gemessen.
Als Vergleichslösung dient die Mischung von 3,6 ml Chloroform, 5,4 ml

Methylalkohol und 1 ml Wasser. "

Die Reserpin-Menge in mg berechnet sich nach folgender Formel:

25 • (E - E °)
V V

mg Reserpin =

<Es - Es°>

wobei bedeuten:

E = Extinktion der mit Natriumnitrit versetzten Standardlösung

E = Extinktion der mit Natriumnitrit versetzten Versuchslösung

E
°

= Extinktion der Standard-Blindlösung (ohne Natriumnitrit)
s

E = Extinktion der Versuchs-Blindlösung (ohne Natriumnitrit)

Diese kolorimetrische Methode lieferte überraschend gute Werte:

Handelsmuster Reserpin-Gehalt

I 100,00 % 99,20 %

n 99,48 % 99,72 %

m 99,72 % 100,00 %

rv 100,26 % 99,48 %

V 99,20 % 98,96 %

VI 99,20 % 99,48 %

vn 98,96 % 99,20 %

3. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: Mit ca• 0,2 g g<

wurde der Stickstoffgehalt nach der im allgemeinen Teil beschriebenen Methode

bestimmt. Die Aufschlusszeit beträgt ca. 1 lß Stunden. Nach dem Klar-und Farb-

los-Werden des Reaktionsgemisches erhitzten wir noch eine weitere Stunde zum

Sieden.
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Es ergaben sich folgende Resultate:

Handelsmuster Stickstoffbestimmung Mittelwert

nach Kjeldahl

I 99,26 % 98,94 % 99,10 %

n 99,10 % 98,98 % 99,04 %

in 99,15 % 99,02 % 99,08 %

IV 99,30 % 99,55 % 99,42 %

V 98,64 % 98,92 % 98,78 %

VI 98,62 % 98,88 % 98,75 %

vn 98,58 % 98,49 % 98,53 %

vm 99,42 % 99,27 % 99,34 %

Diese Methode lieferte bei allen Mustern etwas niedrigere Werte als die

Titration mit Perchlorsäure und die Nitrit-Methode. Die Mittelwerte der Muster

liegen zwischen 98,53 % und 99,42 %.

Wir schlagen vor, die Titration mit Perchlorsäure in Eisessig als Gehalts¬

bestimmungsmethode in die Ph. Helv. VI aufzunehmen. Genannte Methode ergibt

zuverlässige Resultate, ist rascher durchführbar als die kolorimetrische "Nitrit¬

methode" und erfordert ferner keine neuen Reagenzien. Gestützt auf die mit der

Perchlorsäure-Titration erhaltenen Werte gelangen wir zu der Forderung, dass

Reserpinbase mindestens 99 % und höchstens 100,5 % C33H40OgN2 enthalten

muss.

Sterilisation von Lösungen

Bei der Angabe einer Sterilisationsvorschrift hielten wir uns an Brit. Pharm.

Cod. 1959, welcher Injektionslösungen durch Keimfiltration sterilisieren lässt.

Vorschlag für Gebrauchsdosen

Die Angaben entnahmen wir DAK Praeparater (154).
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Untersuchung von Handelsmustern

Slnnenprüfung

Farbe leicht gelb- rein weiss rein weiss rein weiss rein weiss leicht gelb- stark gelb- leicht gelb¬
lich lieh lieh lieh

Geruch ________

IdentitätBPrüfurgen

Ammoniunimolybdat-
Reaküon + + + + + + + +

Vanillin-Sal-säure-

Reaktion + + + + + + + +

Pikrat-Schmelzpunkt
(korr.) 182,6-184,7° 182,4-184,4° 182,6-184,7° 182,8-184,4° 182,1-184,2° 182,1-184,7° 182,3-184,5° 182,6-184,7°
Papierchromatographi¬
sche Prüfung = = = = = = = =

Reinheitsprtlfungen

Schmelztemperatur
(korr.) 262,1-263,1° 263,1-264,2° 263,1-264,2° 260,0-261,0° 260,5-261,5° 260,0-261,0° 260,5-261,5° 261,0-262,1°
Farbe der Lösung von

0,2 g In 2 ml Chloro- = G_ = G4 - G4 = G- = G3 = G2 = G2 = G4

Reaktion des wässrigen
Auszuges

potentiometrisch 6,80 6,55 7,10 7,00 6,83 8,70 6,95 6,85
Farbtabelle 6,60 6,60 7,00 6,80 6,60 6,80 7,00 6,80

Spezifische Drehung -122,02° -123,28° -123,48° -129,48° -122,57° -124,43° -120,75° -122,72°

UV-Absorption

Elcm bei 267-268 mu 273>5 274 279 273'5 272»5 276 284 279

e}^ bei 293-295 mu 173,5 173,5 178 173,5 173 172,5 174,5 175,5

lern r > > > » » >

Papierchromatographische
Prüfung •

___-___„

Schwermetalle ________

Chlorid ________

Sulfat ________

Quantitative Bestimmungen

Feuchtigkeitsgehalt 0,42% 0,26% 0,19% 0,06% 0,40% 0,43% 0,33% 0,24%

Verbrennungsrückstand unwägbar unwägbar unwägbar unwägbar unwägbar unwägbar unwägbar unwägbar

Gehalt

PerchlorBäure-Titration

visuell 99,84% 99,85% 99,80% 99,93% 99,44% 99,65% 99,08% 99,92%

potentiometrisch 99,81% 99,80% 99,94% 99,95% 99,53% 99,60% 99,27% 99,91%

"Nitrit-Methode" 99,60% 99,60% 99,86% 99,87% 99,08% 99,34% 99,08%

Stickstoff nach Kjeldahl 99,10% 99,04% 99,08% 99,42% 98,78% 98,75% 98,53% 99,34%
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Reserpinum basicum

Reserpin Reserpine Reserpina

OCH3

C33H40°9N2 MoL "Gew- 609

3,4,5-Trimethoxybenzoyl-methylreserpat mit einem Gehalt von mindestens

99,0(99,0-100,5)% CggH^OgNg.

Prüfung

Stammlösung S I: 50 mg Substanz werden mit 10 ml frisch ausgekochtem
heissen Wasser in einem Reagensglas mit Glasstopfen während 2 Minuten kräf¬

tig geschüttelt. Das Filtrat dient nach dem Erkalten als S I für die Prüfung 7,
8, 9 und 10.

Stammlösung S II: 0,2 g getrocknete Substanz (genau gewogen) werden in

2 ml Chloroform gelöst. Diese Lösung muss klar sein und darf bei sofortiger
Betrachtung nicht stärker gelb gefärbt sein als Farbvergleichslösung G2. Die Lö¬

sung, welche in einem Messkolben von 20 ml Inhalt mit Chloroform bis zur Mar¬

ke verdünnt wird, dient als S II für die Prüfungen 4 und 12. Prüfung 4 ist sofort

durchzuführen.

1. Sinnenprüfung: Weisses oder schwach gelbliches, kristallines Pulver

ohne wahrnehmbaren Geruch.

2. Nachweis der Reserpinbase:
a) Eine Spur Reserpinbase wird in einem Reagensglas mit Glasstopfen in

5 ml einer Lösung von 10 mg Ammoniummolybdat in 10 ml konzentrierter Schwe-
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feisäure RS gelöst. Nach etwa 2 Minuten entsteht eine blaue Färbung, welche

erst nach weiteren 3 Minuten über Graublau nach Olivgrün übergegangen sein

darf.

b) Eine Spur Reserpinbase löst sich in 3 ml Vanillin-Salzsäure RS mit ro¬

saroter Farbe, welche rasch nach Violett-Rot umschlägt.

c) 50 mg Substanz werden in der Mischung von 1 ml Wasser + 1 ml 15%-
iger Essigsäure + 3 ml Azeton gelöst, und diese Lösung wird tropfenweise mit

3 ml Pikrinsäure RS versetzt. Aus der trüben Lösung scheidet sich unter Rei¬

ben der Reagensglaswandung mit einem Glasstab sofort ein gelber, kristalliner

Niederschlag ab. Dieser wird abgenutscht, mit 20 ml Wasser gewaschen und in

6 ml heissem Aethanol 94 % gelöst. Die nach dem Erkalten abgeschiedenen
Kristalle weisen nach dem Trocknen bei 80° einen Schmelzbereich von 182-185°

(korr. ) auf.

3. Schmelztemperatur: 260 - 265 (korr.), unter Zersetzung, in auf ca.

240° vorgeheiztem Bad, unter raschem Aufheizen um 4° pro Minute.

4. Spezifische Drehung: -119 bis -130
,
bestimmt mit S n im 2 dm-Rohr.

5. Extinktionskoeffizient: 0,1 g getrocknete Substanz (genau gewogen) wer¬

den in lö ml Chloroform gelöst, und die Lösung wird in einem Messkolben von

200 ml Inhalt mit Aethanol 94 % bis zur Marke verdünnt. 4,00 ml dieser Lösung
werden in einem Messkolben von 100 ml Inhalt mit Aethanol 94 % bis zur Mar¬

ke verdünnt, und es wird sofort bei einer Schichtdicke von 1 cm mit einem ge¬

eigneten Spektrophotometer die Extinktion des bei 267 - 268 mu und des bei

293 - 295 mu liegenden Absorptionsmaximums gemessen. Der Extinktionskoeffi¬

zient eJ% muss bei 267 - 268 mu mindestens 270 und darf höchstens 285, bei

293 - 29ömu mindestens 170 und höchstens 180 betragen.

6. Papierchromatographische Prüfung: 35 ml Methyläthylketon und 70 ml

n-Heptan werden in einem Scheidetrichter von 250 ml Inhalt mit 3 ml Formamid

kräftig geschüttelt. Nach Trennung der Phasen wird die untere Formamidschicht

abgelassen und die mit Formamid gesättigte obere Methyläthylketon/n-Heptan-
Schicht in die Küvette eines zur absteigenden Papierchromatographie bestimmten,
mit der mobilen Phase und mit konzentriertem Ammoniak RS während mindestens

14 Stunden klimatisierten Glasgefässes, eingefüllt. Das mit 10 ml konzentriertem

Ammoniak RS gefüllte Gefäss von ca. 2 cm Oeffnungsdurchmesser muss von dem¬

jenigen der mobilen Phase getrennt und am Boden so aufgestellt sein, dass das

Chromatogramm dieses nicht berührt (System A).
In genau gleicher Weise wird die Mischung von 50 ml Methyläthylketon und

50 ml n-Heptan mit Formamid gesättigt und in die Küvette eines zweiten zur

absteigenden Papierchromatographie bestimmten, mit der mobilen Phase während

mindestens 14 Stunden klimatisierten Glasgefässes eingefüllt, welches jedoch
nicht mit Ammoniak RS beschickt wurde (System B).

Beide Chromatographiergefässe müssen vollständig lichtundurchlässig sein,
was durch Umkleiden mit schwarzem Papier erreicht wird. Die Lösungsmittel¬

gemische in den Küvetten müssen vor Einbringen der Papierstreifen völlig klar

sein; sie sollen sofort und nur einmal verwendet werden.

Chromatographierpapier Whatman 1 wird in zwei Streifen (A und B) von

12 cm Breite und 46 cm Länge geschnitten, so dass die Längsseite quer zur

Faserrichtung verläuft. Auf der Startlinie jedes Streifens, welche sich 10 cm

vom oberen Rand befindet, markiert man zwei Punkte, deren Abstand von den
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seitlichen Rändern, sowie voneinander je 4 cm betragen soll. Die Papierstreifen
werden sodann genau 2 Minuten in einem dicht verschlossenen Gefässe in eine

Mischung von 20 ml Formamid und 80 ml Azeton vollständig eingetaucht, zur

Entfernung des überschüssigen Imprägnierungsmittels zwischen Filtrierpapier
leicht ausgepresst und während 15 Minuten bei Zimmertemperatur zum Trocknen

aufgehängt.
Auf die so vorbehandelten Streifen trägt man eine 0,1 %ige, frisch berei¬

tete Lösung der Substanz in Narkose-Chloroform streifenförmig, möglichst gleich-
massig zwischen den markierten Punkten auf, und zwar 0,05 ml auf Streifen A

und 0,1 ml auf Streifen B. Das Herstellen und Auftragen der Lösungen hat vor

Licht geschützt zu erfolgen. Die Papierstreifen werden sofort in die entsprechen¬
den Küvetten eingesetzt und ohne Vorhängezeit entwickelt. Die Laufzeit beträgt
ca. 3 Stunden.

Wenn die Lösungsmittelfront ca. 30 cm von der Startlinie entfernt ist, -wer¬

den die Papierstreifen herausgenommen, und es wird sogleich mit Bleistift die

Frontlinie eingezeichnet. Nach Trocknen bei 120° während 5 Minuten werden die

Chromatogramme im ultravioletten Licht betrachtet. Der für Reserpin charakteris¬

tische grüne Fleck hat auf beiden Chromatogrammen einen Rf-Wert von 0,52 -

0,60. Ausser diesem Fleck darf das Chromatogramm A nur noch einen schwach

grün fluoreszierenden Fleck vom Rf-Wert 0,80 - 0, 86 (3-Dehydro-reserpin) und

ev. einen weiteren sehr schwach grün fluoreszierenden Fleck vom Rf-Wert 0,22-
0,26 (Zersetzungsprodukt) aufweisen. Das Chromatogramm B darf neben dem

für Reserpin charakteristischen grün fluoreszierenden Fleck vom Rf-Wert 0,52-
0,60 nur noch einen einzigen schwach grün fluoreszierenden Fleck vom Rf-Wert

0,12 - 0,16 (3-Dehydro-reserpin) aufweisen. Hierauf wird das Chromatogramm
A während 10 Minuten im Trockenschrank bei 140° erhitzt. Beim nachfolgenden
Betrachten im ultravioletten Licht darf auf der Höhe des Rf-Wertes von 0,70 -

0,74 kein graublauer Fleck sichtbar sein (Deserpidin). Chromatogramm B wird

nach dem Besprühen mit Zimtaldehyd RS während 10 Minuten in ein Gefäss ge¬

hängt, worin sich ein Becherglas mit ca. 50 ml konzentrierter Salzsäure RS be¬

findet. Beim anschliessenden Betrachten im Tageslicht dürfen keine weiteren

violetten, blau-violetten oder hellbraunen Flecke sichtbar werden.

7. Reaktion: pH von S I = 6,2 - 7,2

8. Schwermetalle: 3 ml S I müssen den Anforderungen der Grenzreaktion

a II entsprechen.

9. Chlorid: 2 ml S I müssen den Anforderungen der Grenzreaktion A II

entsprechen.

10. Sulfat: 2 ml S I müssen den Anforderungen der Grenzreaktion a II

entsprechen.

11. Feuchtigkeitsgehalt: Höchstens 0,5 %, bestimmt mit 0,3 g durch Trock¬
nen während 6 Stunden bei 60° im Vakuum über Phosphorpentoxyd.

12. Verbrennungsrückstand: Unwägbar, bestimmt mit 15 ml S n nach Ver-

dampfen des Lösungsmittels.

13. Gehalt: Ca. 0,3 g getrocknete Substanz (genau gewogen) werden in ei¬

nem Erlenmeyerkolben mit Glasstopfen von 100 ml Inhalt in 20 ml wasserfreiem
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Eisessig gelöst. Nach Zusatz von 3 ml Essigsäureanhydrid und 3 Tropfen Kris¬

tallviolett RS wird mit 0,05 N-Perchlorsäure in Eisessig bis zum Farbumschlag
von Reinblau nach Grünstichigblau titriert (Mikrobürette).

1 ml 0,05 N-Perchlorsäure entspricht 30,45 mg CoqH^nOgN-

Aufbewahrung: Vor Licht besonders geschützt in gut verschlossenem Be¬

hälter.

Antimikrobielle Behandlung von Lösungen: Keimfiltration.

Maximaldosen (Vorschlag):

Dosis maxima simplex 1 mg

Dosis maxima pro die 2 mg

Venenum

Gebrauchsdosen (Vorschlag):

0,1 - 1 mg 1-4 mal täglich

Löslichkeit: In Wasser praktisch unlöslich; sehr schwer löslich in Aether

und Petrolaether; 1 T. löst sich in 2000 T. Aethanol 94 %, 400 T. Methanol,
40 T. Azeton, 6 T. Chloroform.

Veränderlichkeit : Dunkelt am Licht nach, besonders rasch in Lösungen.

Inkompatibilitäten : Alkalisch reagierende Stoffe (Zersetzung); Säuren (Ver-

färbungX

Phantasienamen :
^

Eskaserp®, Raused% Reserpoid^*, Rivasin^*, Sandril^;
Sedaraupin ®, Serfin ©, Serpasil®
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3.3.6. Ergotaminium tartaricum

Syn. : Ergotamini Tartras

H-N

•C4H4°6
20

-1 2

2 CH3OH

<C33H35°5N5>2 * C4H6°6 ' 2 CH3°H Mol.-Gew. 1378

Ergotamine Tartrate

Ergotamini Tartras

Ergotaminium tartaricum

USP XVI, p. 268; Brit. Ph. 1958, p. 251

NNR 1941, p. 267

Ph. Int. Vol. I, p. 107; Ph.Belg.IV, p. 278

Ph.Austr.1960, BD. I, p. 653

Spezialpräparat

Gynergen^ (Sandoz).

Vorkommen

Ergotamin ist ein Alkaloid des Mutterkorns, der überwinternden Dauerform

des auf Gramineen, besonders auf Roggen vorkommenden Pilzes Claviceps pur¬

purea Tulasne. Der Pilz bildet gegen die Erntezeit hin, an Stelle der Getreide¬

körner, homförmige, dunkelviolette Gebilde, die Sklerotien, die gesammelt wer¬

den und die Droge des Handels (= Seeale cornutum) darstellen.

Von den bis heute bekannten 12 Mutterkornalkaloiden bilden immer 2 ein
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stereomeres Paar. Als Grundkörper enthalten sie Lysergsäure oder die stereo-

mere Isolysergsäure, die, wahrscheinlich über eine enolische Zwischenstufe,
ineinander übergehen können. Der Lysergsäure- bzw. Isolysergsäurerest ist säu-

reamidartig entweder an einen Aminoalkohol (wasserlösliche Alkaloide) oder an

einen Polypeptidrest (wasserunlösliche Alkaloide) gebunden. Letztere Alkaloide

werden in zwei Gruppen eingeteilt, in die Ergotamin- und in die Ergotoxingruppe.
Die Einteilung ergibt sich aus der Verschiedenheit der unmittelbar mit der Ly¬
sergsäure verbundenen Aminosäure. Der Polypeptidrest des Ergotamins setzt sich

ausd -Aminobrenztraubensäure, 1-Phenylalanin und 1-Prolin zusammen.

Mutterkorn aus Zentraleuropa enthält als Hauptalkaloid Ergotamin, während

im Mutterkorn anderer Provenienzen (Spanien, Russland) die Alkaloide der Ergo¬

toxingruppe enthalten sind. In ungarischer oder bulgarischer Droge können beide

Typen nebeneinander vorkommen. Der Gesamt-Alkaloidgehalt des Mutterkorns

schwankt je nach Provenienz, nach Bekesy (113) soll er durchschnittlich zwi¬

schen 0,025 und 0,4 % liegen.

Tabelle 6 Einteilung der Secale-Alkaloide

Alkaloid Formel

Wasserunlösliche Alkaloide

1. Ergotamingruppe

C33H35°5N5

C30H37°5N5

C35H39°5N5

C32H41°5N5

C31H39°5N5

C19H23°2N3

Ergotamin <
'» Ergotaminin

Ergosin «...
^ Ergosiidn

2. Ergotoxingruppe

Ergokristin < ,.** Ergokristinin

Ergokryptin«' » Ergokryptinin

Ergocornin <
* Ergocorninin

Wasserlösliche Alkaloide

3. Ergometringruppe

Ergometrin .<
:* Ergumelrliüii
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Darstellung

a) Durch Extraktion

Ergotamin wurde von Stoll im Jahre 1918 als erstes Reinalkaloid des

Mutterkorns aus der Droge isoliert. Die Reindarstellung und Charakterisierung
des Alkaloides wurde in Patentschriften (114) veröffentlicht. Bei der von Stoll

(114, 115) angegebenen Darstellungsweise handelt es sich um eine "schonende

Extraktion", d.h. das Alkaloid wird bis zur fast vollständigen Abtrennung von

löslichen Begleitstoffen unter dem Schutze der amphoteren Zellsubstanz belassen

und dann mit einem indifferenten Lösungsmittel extrahiert. Es wird dabei wie

folgt vorgegangen:
Das grob gemahlene Mutterkorn wird mit einer wässrigen Lösung von Alu¬

miniumsulfat sorgfältig gemischt und darauf fein gemahlen. Dann wird mit Ben-

."«1 befeuchtet und im Perkolator mit Benzol extrahiert, bis eine Probe beim Ab¬

dampfen nur noch kleinste Spuren eines Rückstandes hinterlässt. Letzterer soll

beim Aufnehmen in Eisessig, welcher Spuren von Ferrichlorid enthält, beim Un¬

terschichten bzw. Mischen mit konzentrierter Schwefelsäure keine oder nur eine

schwache kornblumenblaue Farbreaktion zeigen, was beweist, dass das Ergotamin
bei der Vorextraktion in der angesäuerten Droge zurückgehalten wird. Hierauf

rührt man das Extraktionsgut mit Benzol an, leitet in die bewegte Suspension
Ammoniakgas ein bis zur schwach alkalischen Reaktion der Zellsubstanz, saugt
auf der Nutsche ab und wäscht mit Benzol in kleinen Anteilen nach, bis eine ab¬

gedampfte Probe des Filtrates die Keller'sehe Farbreaktion mit eisenchloridhal-

tigem Eisessig und Schwefelsäure nicht mehr zeigt. Der so gewonnene Extrakt

wird nun bei niedriger Temperatur eingeengt, wobei sich die Hauptmenge des

Alkaloides grösstenteils in kristalliner, fast farbloser Form abscheidet. Aus der

Benzol-Mutterlauge kann mit Petroläther eine weniger reine Fraktion ausgefällt
werden. Die im Vakuum getrocknete Rohbase wird in Azeton gelöst, und die Lö¬

sung von kleinen Mengen unlöslicher Flocken, die bei der Extraktion gebildetes
Ergotaminin enthalten können, abfiltriert. Nach Zusatz von 10 % Wasser schei¬

det sich die Ergotaminbase in stark lichtbrechenden Prismen, enthaltend 2 Mol

Azeton und 2 Mol Wasser als Kristallösungsmittel, ab. Zur weiteren Reinigung
wird die AUcaloidbase nochmals aus 90 %igem Azeton umkristallisert.

Nach D. R.P. 627 027 (1936) kann Ergotamin auch auf chromatographischem
Wege aus Mutterkornauszügen erhalten werden:

Ein aus Mutterkorn hergestellter Ergotamin-haltiger Benzolextrakt wird

durch eine mit Benzol getränkte Adsorptionssäule, welche aus feinst gepulvertem,
trockenem Milchzucker besteht, geschickt. Beim Eluieren mit Benzol erhält man

zuerst eine alkaloidfreie, ölhaltige Lösung, dann folgt eine Lösung mit Spuren
von Ergotaminin. Die dann folgende Hauptalkaloidfraktion enthält Ergotamin von

hoher Reinheit, welches nach dem Eindampfen im Vakuum bei tiefer Temperatur
und Aufnehmen in wasserhaltigem Azeton in stark lichtbrechenden, rhombischen

Prismen und Tafeln auskristallisiert.

Zur Darstellung des Tartrates (115) werden die Ergotamin-Azeton-Wasser-
Kristalle mit d-Weinsäure fein verrieben und unter kurzem Aufkochen in 80 %-

igem Methanol gelöst. Beim Erkalten kristallisiert das Ergotamintartrat, welches

2 Mol Methanol als Kristallösungsmittel enthält, in dicken, rhombischen Tafeln

aus.
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b) Durch Synthese

Nachdem Lysergsäure bereits 1954 synthetisch hergestellt werden konnte

(116), gelangen Hofmann und Mitarbeitern (117) 1961 die Synthese des Peptid-

teiles, weshalb Ergotamin künftig auch durch Totalsynthese zugänglich sein wird.

Für die Darstellung von Lysergsäure wird folgender Syntheseweg eingeschla¬

gen:

N-Benzoyl-3-( ß-carboxyaethyl)-dihydroindol (I) wird durch Umsetzen mit

Thionylchlorid in das Säurechlorid übergeführt, und letzteres mittels Aluminium¬

chlorid cyclisiert. Bromierung des entstandenen tricyclischen Ketons (H) ergibt
das Monobromketon, welches durch Reaktion mit Methylaminoazeton-aethylen-ke-
tal in Benzol in ein Ketal-Keton (m) umgewandelt wird. Durch saure Hydrolyse
wird das Diketon erhalten, dieses liefert durch Behandeln mit Natriummethylat

9-keto-7-methyl-4,5,5a, 6,6a, 7,8,9-octahydroindolo- [4,3-fg] -quinolin, ein tetra-

cyclisches ungesättigtes Keton (IV). Die sekundäre Aminogruppe wird durch eine

Acetylgruppe maskiert, und das Keton durch nachfolgendes Behandeln mit Natrium¬

borhydrid, Thionylchlorid in Schwefeldioxyd und Natriumcyanid in wasserfreiem

HCN in das Nitril (V) übergeführt. Durch Behandeln des Nitrils mit Methylalko¬
hol in Schwefelsäure wird der entsprechende Ester erhalten, welcher mittels al¬

kalischer Hydrolyse in 2,3-Dihydrolysergsäure umgewandelt wird (VI). Dehydrie¬

rung dieser Dihydrolysergsäure unter Verwendung von inaktiviertem Raney-Nickel
in wässriger Lösung bei Gegenwart von Natriumarsenat führt zu dl-Lysergsäure
(VU).

HOOC
*' S0C12

CH2
2- MC13 f^

CgH5OC-N H6C5OC-N

1. Br„

H3C

I I

CHn

II

NHCH3H6C5OC-N

N-CH„

ra

o CN

1. Saure Hydrolyse
*

2. CHgONa

1. (CH„CO)„0

N"CH3 2. NaBH4

H-N

3. SOC1

4

2

NaCN

N-CH„

0=C-CHo

IV vn
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COOH

1. CH3OH/H2S04
*

2. NaOH

H-N

N-CH3 Raney Ni

H20/Na2HAs04

COOH

H-N:

VI vn

Die von Hof mann und Mitarbeitern (117) veröffentlichte Synthese des Pep-
tidteils ist die folgende:

Durch Acylierung von L-Phenylalanyl-L-prolin-lactam (n) mit d, 1-Methyl-
benzyloxy-malonsäurehalbester-chlorid (I) werden zwei diastereo-isomere Acylie¬
rungsprodukte erhalten, die nach hydrogenolytischer Spaltung der Benzyloxy-Grup-
pe spontan cyclisieren (HI a/b) und sich durch fraktionierte Kristallisation trennen

lassen. Durch Verseifen der Aethylester-Gruppierung der Verbindung Dia (Smp.
135 - 136°) wird die entsprechende Säure (IV) erhalten und deren Natriumsalz

hergestellt. Umsetzen des Natriumsalzes mit Oxalylchlorid führt zum entsprechen¬
den Säurechlorid (V), welches mit Natriumazid in das Säureazid (VI) umgewandelt
wird. Curtius'scher Abbau in Benzylalkohol liefert die Carbobenzoxyamino-Verbin-
dung (VH), aus welcher der Peptidteil des Ergotamins durch katalytische Hydrie¬
rung in salzsaurer, methanolischer Lösung, mit Palladium als Katalysator, als

Hydrochlorid (VE) erhalten wird.

Verknüpfung des Peptidteils mit Lysergsäurechlorid-hydrochlorid, durchge¬
führt in Chloroform mit Tributylamin, liefert synthetisches Ergotamin.

H5C6H2CO\ OCH2C6H5 +

HN.

Acylierung^ ^ ^qocÏÏoxÇ
Cyclisierung J_ j, 1

CH2C6H5 CH2C6H5

n m a/b
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Verseifen HOOC
CH3 OH

4^0
'

1 1. Ueberführen in Na-Salz cloc
CH3 OHJ 1

I jj[ L 2. Umsetzen mit Oxalylchlorid ^j jjj 1

CH2C6H5
IV

NaN„
N,OC^^O Curtius'scher HjCßC^OOC-HN^^Q
3 vp,v^

N
Abbau

T J .

O Y^° 1« Benzylalkohol CT [
°

CH2C6H5

VI

CH2C6H5

vn

H2/Pd

CHgOH/HCl

© CH3 OHI I

HgN^CKpYN

CH2C6H5

vra

ci
e

Mögliche Verunreinigungen

Andere, vornehmlich wasserunlösliche Mutterkornalkaloide, besonders Ergo¬

taminin; Lysergsäure, Isolysergsäure; Natrium, Aluminium, Palladium, Arsen,
Chlorid, Bromid, Cyanid, Sulfat; Organische Lösungsmittel.
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Sinnenprüfung

Vier der fünf untersuchten Muster lagen als feine kristalline Pulver vor,

wovon drei Muster leicht graustichig gefärbt waren, und ein Muster ziemliche

Gelbfärbung aufwies. Ein weiteres Muster war etwas gröber kristallin und von

ganz schwach gelblicher Färbung. Sämtliche Muster waren geruchlos. Eine Ge¬

schmacksprobe haben wir in Anbetracht der starken Wirksamkeit der Substanz

nicht vorgenommen.

Die Monographien fordern farblose Kristalle oder weisses kristallines Pul¬

ver, nur Brit.Ph. 1958 und Ph. Austr. 1960 tolerieren auch eine nahezu weisse

Farbe. Da keines unserer Muster rein weiss gefärbt war, ist u.E. eine schwa¬

che Färbung zuzulassen. Die Forderung für den Pharmakopöetext soll lauten:

"Farblose Kristalle oder weisses bis gelblich- oder graustichig weisses

kristallines Pulver ohne wahrnehmbaren Geruch. "

Identität sprufungen

Stammlösung : Wässrige Lösungen von Ergotamintartrat zersetzen sich

sehr rasch, da sich die Base infolge Hydrolyse aus der Lösung abscheidet.

Klare und haltbare Lösungen können nur durch Zusatz von Weinsäure erhalten

werden. Wir führten einige Identitätsprüfungen sowie eine Reinheitsprüfung mit

der mittels Weinsäure stabilisierten wässrigen Lösung von Ergotamintartrat aus,

die wir als Stammlösung S I bezeichnen und wie folgt erhalten:

"Eine möglichst feine Verreibung von 10 mg Substanz und 5 mg Wein¬

säure muss sich in 2 ml Wasser unter Schütteln binnen weniger Minu¬

ten völlig lösen. "

Zur Bestimmung der spezifischen Drehung diente uns eine Lösung der Ergotamin-

base in Chloroform. Da diese Lösung noch zu einer Identitätsprüfung verwendet

wird, bezeichnen wir sie als Stammlösung S n (Herstellung unter Reinheitsprü¬

fungen, S. 206).

Nachweis der Ergotaminbase:

Farbreaktionen: Die für Ergotamintartrat angewandten Farbreaktionen sind

nicht spezifisch, sondern als Reaktionen der Lysergsäure bzw. Dihydrolyserg-
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säure allen Mutterkornalkaloiden gemeinsam.

Sämtliche Monographien lassen die Reaktion nach Keller (Farbreaktion mit

Ferrichlorid-haltigem Eisessig und konzentrierter Schwefelsäure) in verschiede¬

nen Modifikationen ausführen. USP XVI, Brit.Ph. 1958, Ph. Int. 1955 und NNR

1941 lösen 1 mg Ergotamintartrat in der Mischung von 5 ml Eisessig und 5 ml

Essigester und versetzen 1 ml dieser Mischung unter Schütteln und Kühlen mit

1 ml konzentrierter Schwefelsäure, die dabei entstandene rotstichig blaue Fär¬

bung wird nach Zusatz einer verdünnten Ferrichloridlösung nach Blau verstärkt.

Der Prüfung svorschlag SANDOZ führt diese Prüfung als Ringreaktion durch. Hier¬

zu wird eine Spur Ergotamintartrat in Ferrichlorid-haltigem Eisessig gelöst und

die Lösung mit konzentrierter Schwefelsäure unterschichtet. In der Grenzzone

beider Schichten entsteht ein blauer Ring und beim Mischen der Schichten eine

intensive Blaufärbung der Lösung. Ph. Belg. IV lässt ebenfalls mit einer Ringreak¬

tion prüfen, verwendet aber zur Lösung der Substanz eine Mischung von Eisessig

und Essigester.

Wir führten die Reaktion nach genannten Vorschriften aus, geben aber der

von Ph. Helv. V zur Prüfung der Secale-Präparate angewandten modifizierten Kel¬

ler-Reaktion, wie sie auch schon von Butz (118) empfohlen wurde, den Vorzug.

Anstelle von konzentrierter Schwefelsäure wird von der Ph. Helv. V konzentrierte

Phosphorsäure verwendet, um zu verhindern, dass sich die Mischung anfänglich

erwärmt. Erst dann wird im Wasserbad erhitzt, damit sich die Bildung des Farb¬

stoffes vollziehen kann. In Anlehnung an die Ph. Helv. V sehen wir folgende Formu¬

lierung vor:

"Werden 2 Tropfen der Stammlösung S I mit 1 ml konzentrierter Essigsäure

RS, 1 Tropfen Ferrichlorid RS und 1 ml konzentrierter Phosphorsäure

RS vermischt, und die Mischung in ein Wasserbad von 80° gebracht, so

entsteht binnen einiger Minuten eine beständige blauviolette Färbung.
"

Die blauviolette Färbung wurde von allen geprüften Mustern erhalten.

Als weitere Identitätsprüfung führen die Monographien die Farbreaktion nach

Van Urk (119) an, welche darauf beruht, dass Mutterkornalkaloide mit p-Dime-

thylaminobenzaldehyd in Schwefelsäure eine intensive kornblumenblaue Färbung

ergeben. Nach Allport und Cocking (120) wird dem Reagens mit Vorteil eine

geringe Menge Ferrichlorid zugesetzt, welches bewirkt, dass die Färbung sofort

entsteht. Wir empfehlen, auch diese Farbreaktion, die von allen Mustern im po¬

sitiven Sinne erhalten wurde, in die Pharmakopoe aufzunehmen und formulieren
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sie wie folgt:

"Werden 3 Tropfen der Stammlösung S I mit 1 ml Wasser und 1 ml Dime-

thylaminobenzaldehyd RS vermischt, so tritt eine dunkelkornblumenblaue

Färbung auf. "

Azetonkristallisation: Ergotaminbase kristallisiert aus wasserhaltigem Aze¬

ton in charakteristischen, stark lichtbrechenden Prismen. Brit. Ph. 1958, Ph. Int.

1955 und NNR 1941 isolieren die aus Ergotamintartrat mit Ammoniak freigesetzte

Base mit Chloroform. Nach Verdunsten des Chloroforms wird der Rückstand in

Azeton gelöst, aus welchem nach Zusatz von wenig Wasser und einigem Stehen

bei 0 C die Ergotamin-Azeton-Wasser-Verbindung auskristallisiert. Genannte

Monographien werten diese Eigenschaft des Ergotamins als Reinheitsprüfung auf

fremde Substanzen aus, indem sie nach dem Trocknen der Azeton-Wasser-Kris¬

talle im Vakuum-Exsikkator den Schmelzpunkt der Ergotaminbase bestimmen las¬

sen. Da es sich aber um einen Zersetzungspunkt handelt ( Schwärzung bei 174°

und Zersetzung unter Gasentwicklung bei 186 (korr. ) ) sehen wir von dessen

Bestimmung ab. Wir lassen die viel empfindlichere papierchromatographische

Reinheitsprüfung vornehmen, weshalb die Azetonkristallisation in unserem Vor¬

schlag nur als Identitätsreaktion betrachtet werden soll.

Nach Butz (118) ist es oft schwierig mit beschriebenem Vorgehen Kristal¬

le zu erhalten, insbesondere, wenn die Chloroform-Lösung längere Zeit mit der

Luft in Berührung gekommen ist. Er schlägt deshalb vor, auf dem Objektträger

zu kristallisieren und aus Oekonomiegründen die zur Bestimmung der spezifischen

Drehung hergestellte Lösung der Base in Chloroform zu verwenden. Wir über¬

prüften den Vorschlag und fanden ihn für Pharmakopöezwecke ebenfalls geeignet.

Da Ergotamin durch die Form seiner Azeton-Wasser-Kristalle von den an¬

deren Mutterkornalkaloiden unterschieden werden kann, empfehlen wir, die Aze¬

ton-Kristallisation zur Präzisierung der weiter oben angeführten unspezifischen

Farbreaktionen in die Pharmakopoe aufzunehmen. Die Formulierung soll lauten:

"5 Tropfen der Stammlösung S n werden auf einem Objektträger verdun¬

stet und der Rückstand während 24 Stunden im Vakuum-Exsikkator ge¬
trocknet. Hierauf wird mit 4 Tropfen einer Mischung von 16 Volumen¬
teilen Azeton + 1 Volumenteil Wasser gelöst und wieder verdunstet. Un¬
ter dem Mikroskop betrachtet sind die für Ergotamin charakteristischen,
stark lichtbrechenden rhombischen Prismen sichtbar. "
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Alkaloidfällungs-Reagenzien: In der Literatur fanden wir keine Beschrei¬

bung der nachstehend von uns hergestellten Salze des Ergotamins. Es gelang, in

jedem Falle gut kristallisierende Verbindungen zu erhalten, die jedoch - wie alle

Salze dieses Alkaloides - unter Zersetzung schmelzen.

Herstellung des Reineckates:

"25 mg Ergotamintartrat werden in der Mischung von 2 ml Azeton + 1 ml

Wasser gelöst und tropfenweise mit 5 ml Ammoniumreineckat RS versetzt.

Es entsteht eine ölige Trübung, die sich nach ca. 1 Stunde als kristalli¬

ner Niederschlag abscheidet. Die rötlichen Kristalle werden abgenutscht,
mit 20 ml Wasser gewaschen und im Schwefelsäure-Exsikkator getrock¬
net. "

Die Kristalle färben sich bei ca. 160 grau, bei ca. 190 schwarz ohne zu

schmelzen. Bei Steigerung der Temperatur bis auf 250 konnten wir kein Schmelz¬

intervall beobachten. Die Herstellung dieses Derivates kann daher nicht in Betracht

gezogen werden.

Herstellung des Pikrates:

"25 mg Ergotamintartrat werden in der Mischung von 2 ml Azeton + 1ml

Wasser gelöst und tropfenweise mit 2 ml Pikrinsäure RS versetzt. Die

entstandene Trübung setzt sich nach einigem Stehen in Form eines kris¬

tallinen Niederschlages ab, welcher abgenutscht, mit 20 ml Wasser ge¬

waschen und im Schwefelsäure-Exsikkator getrocknet wird. "

Die gelben Kristalle zeigen bereits bei 160 leichte Graufärbung, bei ca.

175° tritt Schwarzfärbung auf. Das Schmelzintervall, welches zwischen 193 und

196° (unkorr. ) bzw. 197,8 und 201,0 (korr. ) liegt, ist sehr schwer erkennbar,

weshalb auch das Pikrat zur Identifizierung der Substanz nicht geeignet ist.

Herstellung des Tetraphenylborates:

"25 mg Ergotamintartrat werden in der Mischung von 2 ml Azeton +

1 ml Wasser gelöst. Dann werden 2 ml Wasser und tropfenweise 1 ml

Kalignost RS zugefügt. Es entsteht sofort eine Trübung, die sich nach

ca. 1 Stunde in Form von kristallinen Nadeln abscheidet. Diese werden

sofort abgenutscht, mit 20 ml Wasser gewaschen und in 3 ml Azeton ge¬

löst. Die durch tropfenweises Zusetzen von ca. 5 ml Wasser erhaltenen

Kristallnadeln werden nach dem Absaugen und Waschen mit wenig Wasser

im Schwefelsäure-Exsikkator getrocknet. Bei der Bestimmung der Schmelz¬

temperatur, die zwischen 150 und 1540 (unkorr.) bzw. 152,7 und 156,9°
(korr.) liegt, ist rasch auf ca. 140° aufzuheizen und die Temperatur
dann um 4° pro Minute zu steigern. "
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Die Kristalle färben sich bei etwa 140 grau und schmelzen unter Schwarz¬

färbung. Wir stellten fest, dass die Schmelztemperatur von der Art des Erhit-

zens abhängig ist. Bei raschem Aufheizen und Steigerung der Temperatur um 4

pro Minute ab ca. 12 unterhalb der Schmelztemperatur konnten reproduzierbare

Werte erhalten werden.

Die Tetraphenylborate unserer Muster wiesen folgende Schmelztemperaturen

auf:

:lsmuster

unkorr.

Schmelzte]

Wert

mperatur

korr. Wert

I 151,5 - 153,5° 154,3 - 156,4°
II 151,0 - 153,2° 153,7 - 156,0°
m 150,8 - 153,0° 153,5 - 155,8°
rv 149,8 - 152,0° 152,5 - 154,8°
V 150,6 - 152,8° 153,3 - 155,6°

Von den hergestellten Derivaten erweist sich nur das Tetraphenylborat als

geeignet zum weiteren Identitätsnachweis in die Pharmakopoe aufgenommen zu

werden, obschon auch dieses Derivat unter Zersetzung schmilzt. Wir schlagen

ein Schmelzintervall von 153 - 157° (korr.) vor.

Papierchromatographische Prüfung:

a) Bisherige Untersuchungen

Zur Trennung und Identifizierung komplizierter Stoffgemische, wie sie aus

Seeale cornutum erhalten werden, erweist sich die Papierchromatographie als

besonders geeignet und wurde von verschiedenen Autoren mit Erfolg eingesetzt.
Die beschriebenen Verfahren gestatten in der Regel die Abtrennung bestimmter

Mutterkorn-Alkaloide aus einem Gemisch, jedoch vermag keine dieser Methoden

eine vollkommene Auftrennung aller Komponenten in einem einzigen Chromato-

gramm herbeizuführen. Auch wurde die Papierchromatographie häufiger zur Tren¬

nung von mengenmässig gleichen Substanzgemischen, sowie zum Nachweis von

einzelnen Alkaloiden in Drogen verschiedener Provenienz und seltener im Sinne

von eigentlichen Reinheitsprüfungen angewendet. Die Trennung der wasserlöslichen

Alkaloide bereitete keine Schwierigkeiten. Foster und Mitarbeiter (121) trenn¬

ten mit dem Gemisch n-Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5) Ergobasin (Rf-Wert =

0,59) und Ergobasinin (Rf-Wert = 0,68) von den wasserunlöslichen Alkaloiden,
die an der Lösungsmittelfront erschienen. Im gleichen System erreichten Soffel

und Rochelmeyer (122) die Trennung von Ergometrin, Ergometrinin sowie
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der Abbauprodukte Lysergsäure, Ergin und ihrer Isomeren, wobei auch die Tech¬

nik des Rundfilterchromatogramms angewendet werden konnte. Nach Macek und

Mitarbeitern (123) können mit Formamid als stationärer und Chloroform als mo¬

biler Phase alle natürlichen wasserlöslichen Alkaloide aufgetrennt werden. Wesent¬

lich schwieriger gestaltete sich die Trennung der wasserunlöslichen Alkaloide, be¬
sonders der sich strukturell nahestehenden Alkaloide der Ergotoxingruppe. An mit

sauren Pufferlösungen vorbehandelten Papieren gelang Carless und Woodhead

(124) die Trennung von Ergotamin und Ergotaminin, sowie die Abtrennung des

Ergokristinins aus dem Ergotoxinkomplex. Brindle und Mitarbeiter (125) unter¬

suchten die Abhängigkeit des Rf-Wertes vom pH-Wert unter Verwendung von mit

Zitrat-Phosphat gepufferten Papieren und Chloroform oder Aether mit Wasser ge¬

sättigt als mobile Phasen. Die Auftrennung von Ergotoxin in seine Komponenten
erreichte Berg (126) mittels Rundfilterchromatographie an gepufferten Papieren
(pH = 3,0) mit einem Benzol-Aethanol-Gemisch (9:1), mit Wasser gesättigt.
Thielman, Lang und Kaiser (127) trennten Ergotamin und die Ergotoxin¬

gruppe, welche sich bezüglich des Rf-Wertes (0,71) nicht unterscheiden, von Er -

gometrin (Rf-Wert = 0,58). Die Autoren verwendeten o-Ameisensäureäthylester-
Spiritus dilutus-Isobutanol (5:9:2) als mobile Phase. Von der Möglichkeit, die

wasserunlöslichen Alkaloide nach ihrer Hydrolyse auf Grund der frei gewordenen
Aminosäuren zu identifizieren, machten Fuchs und Pöhm (128) Gebrauch. Die

Autoren untersuchten nach dieser Methode Ergotoxin unter Verwendung von n-Bu-

tanol-Benzylalkohol-Wasser (1:1:2) als mobile Phase. Tyler und Schwarting
(129) bedienten sich der Phasenumkehr; sie imprägnierten das Papier mit Silikon

und chromatographierten mit der gesättigten wässrigen Phase mehrerer Elutions-

flüssigkeiten, wobei die wässrige Phase des Butanol-Eisessig-Wasser-Systems
(4:1:5) und die der Butanol-Pufferlösung vom pH = 3 (Phosphat-Zitronensäure-
Puffer Mac Ilvaine (130) ) die besten Trennungen ergaben. Die angeführten Rf-

Werte liegen teilweise sehr nahe beieinander, und es gelang den Autoren auch

nicht, die Alkaloide der Ergotoxin-Gruppe zu trennen. Eine gute Trennung inner¬

halb der konstitutionellen Hauptgruppen einschliesslich der dazugehörigen Isome¬

ren ist nach der Methode von Stoll und Rüegger (131) möglich. Die Autoren

arbeiteten mit Formamid-Wasser-Gemischen verschiedener Zusammensetzung an

mit Dimethylphtalat imprägnierten Papieren. Der günstigste pH-Bereich und die

Zusammensetzung der mobilen Phase ist für die drei Gruppen (Ergobasin-, Ergo¬

tamin-, Ergotoxingruppe) verschieden, weshalb dieses Arbeitsverfahren eine vor¬

hergehende Trennung in die genannten Gruppen voraussetzt. Das Gemisch der hy¬
drierten Ergotoxingruppe wurde ebenfalls in die Untersuchung einbezogen und mit

Erfolg getrennt. Nach der Prüfungsvorschrift der Firma SANDOZ (132) erfolgt
die papierchromatographische Prüfung von Ergotamintartrat auf Alkaloide der Er-

gotamingruppe im Prinzip nach Stoll und Rüegger (131). Zur Prüfung auf Al¬

kaloide der Ergotoxingruppe, bzw. der rechtsdrehenden Isomeren, sowie auf Ergo-
metrin und Ergometrinin wird 25%iges Formamid mit Zusatz von 1% Benzoe¬

säure als stationäre und peroxydfreier Aether, gesättigt mit Formamid, als mo¬

bile Phase verwendet. Schindler und Bürgin (133) beschreiben die Trennung
der wasserunlöslichen Mutterkornalkaloide durch zweidimensionale Papierchroma¬

tographie. Die Autoren verwenden für die erste Dimension Ameisensäure als sta¬

bile und Chloroform als mobile Phase, in der 2. Dimension dienen entsprechend
der Methode nach Stoll und Rüegger (131) Dimethylphtalat als stabile, und

ein Formamid-Wasser-Gemisch von bestimmtem pH-Wert und bestimmter Puffer¬

kapazität als mobile Phase. Schumacher (29) trennte die Ergotamingruppe
unter Verwendung der mobilen Phase Wasser-Toluol mit Isobutanol gesättigt bei

einem pH-Wert von 4,4. Zur Erhaltung runder Flecken wurden der mobilen Phase
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noch 3 % Glyzerin zugefügt. Die Rf-Werte betragen für Ergotamin 0,22, Ergo¬

taminin 0,36, Ergosin 0,31, Ergosinin 0,49, wobei eine Isomerisierung der Al-

kaloide festzustellen war. Der Autor erreichte die Trennung von Ergotamin

(Rf = 0,54), Ergotaminin (Rf = 0,43) und Dihydroergotamin (Rf = 0,63) einer¬

seits sowie Ergonovin (Rf = 0,74) und Ergonovinin (Rf = 0,52) andererseits mit

folgender mobiler Phase: Formamid 60 Teile, Puffer nach Kolthoff pH 4,6
80 Teile, Toluol-Isobutanol gesättigtes Wasser 20 Teile und destilliertes Wasser

40 Teile. Eine Umlagerung war nur bei Ergotamin und Ergotaminin festzustellen.

Grosse Verbreitung fanden Systeme mit Formamid als stationäre Phase. Pöhm

und Fuchs (134) imprägnierten das Papier mit Formamid, welches 4% Benzoe¬

säure enthielt, und benutzten als mobile Phase eine Mischung aus Tetrachlorkoh¬

lenstoff, Chloroform und Benzol (7:2:1). Aus einem Gemisch sämtlicher Mutter-

kornalkaloide wurden in der Reihenfolge steigender Wanderungsgeschwindigkeit

folgende Alkaloidfraktionen erhalten: Ergometrin und Ergometrinin (nicht gewan¬

dert), Ergotamin, Ergosin, Ergotaminin, Ergosinin, Ergokristin + Ergocornin,

Ergokryptin, Ergokristinin + Ergocorninin, Ergokryptinin. Zur Trennung der

Ergotamin- und Ergotoxingruppe verwendeten Macek und Mitarbeiter (135) For¬

mamid als stationäre und Benzol oder Benzol-Chloroform (8:2) als mobile Phase.

Die Trennung von Ergocornin und Ergokristin, welche den Autoren nicht gelang,
erreichten später Macek und Vanecek (136) mit der mobilen Phase Benzol-

Benzin (6:4). Mit Formamid als stationärer und Benzol als mobiler Phase arbei¬

teten Soffel und Rochelmeyer (122) in ihren Wertbestimmungen von Seeale

cornutum Stada, sowie Kolsek (137) und Büchi und Mitarbeiter (138). Durch

Kombination der aufsteigenden und absteigenden Arbeitstechnik und verschiedener

Lösungsmittelsysteme erreichte Kolsek (139) nach der Methode von Macek

die Auftrennung der rechtsdrehenden Alkaloide der Ergotoxingruppe. Ueber pa-

pierchromatographische Untersuchungen an Mutterkornalkaloiden bestehen noch

weitere Publikationen (140 - 146).

b) Eigene Untersuchungen

Es war nicht unser Bestreben, sämtliche Mutterkornalkaloide einwandfrei

aufzutrennen, vielmehr schien uns ein Verfahren, welches die Trennung des zu

untersuchenden Ergotamintartrats von seinen Nebenalkaloiden gestattet, dem

Zwecke einer Identitäts- und Reinheitsprüfung für das genannte Alkaloidsalz zu

entsprechen. Wir überprüften das von Macek (135) vorgeschlagene Verfahren,

welches mit Formamid als stationärer und Benzol als mobiler Phase arbeitet

und von anderen Autoren zur Trennung einiger wasserunlöslicher Mutterkornalka¬

loide mit Erfolg verwendet wurde (122 ,138). Im weiteren arbeiteten wir mit den

Lösungsmittelgemischen Benzol-Chloroform 1:1 und Benzol-Benzin 6:4 und legten

dabei nachstehende Versuchsbedingungen zu Grunde:

Apparatur: Das von der Ph. Helv. V, Suppl. HI, beschriebene Chromato-

graphiergefäss zur absteigenden Papierchromatographie wurde durch Um¬

kleiden mit schwarzem Papier für Licht vollständig undurchlässig ge¬
macht und vor Gebrauch mit der.mobilen Phase während mindestens

14 Stunden klimatisiert.
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Vorbereiten der Papiere: Das in Streifen zu 12 bzw. 18 cm quer zur

Faserrichtung geschnittene Chromatographierpapier Whatman 1 wurde

während 10 Minuten in einem dicht verschlossenen Gefäss in eine Mi¬

schung von 40 Vol. T. Formamid und 60 Vol. T. Aethanol 94 % einge¬

taucht, zur Entfernung des überschüssigen Imprägnierungsmittels zwi¬

schen Filtrierpapier leicht ausgepresst und während 15 Minuten bei Zim¬

mertemperatur zum Trocknen aufgehängt. Die Chromatographierpapiere
wurden sodann sofort mit den Substanzen beschickt.

Auftragen der Substanzen: Im Abstand von jeweils 3 cm wurden frisch

bereitete Lösungen der Alkaloide bzw. der Alkaloidsalze in einem Ge¬

misch gleicher Vol. T. Methylalkohol und Methylenchlorid punkt- bzw.

streifenförmig auf die Startlinie aufgetragen. Das Herstellen sowie das

Auftragen der Lösungen erfolgte vor Licht geschützt.

Entwickeln der Papiere: Die mit den Substanzen beschickten Papiere
wurden ohne Vorhängezeit mit der mobilen Phase (Benzol, Benzol-Chlo¬

roform 1:1, Benzol-Benzin 6:4) nach dem absteigenden Verfahren ent¬

wickelt. In 31/2 - 4 Stunden wandert die Lösungsmittelfront ca. 30 cm.

Sichtbarmachung der Alkaloide: Die Mutterkornalkaloide fluoreszieren

beim Bestrahlen mit UV-Licht mit blauen Fluoreszenzen. Die Chromato-

gramme wurden nach Einzeichnen der Frontlinie einige Minuten bei Zim¬

mertemperatur getrocknet und sogleich unter der UV-Lampe ausgewertet.
Bei Sichtbarmachung mit Ehrlichs-Reagens, womit die Mutterkornalkaloi¬

de violette Färbungen zeigen, wurden die Chromatogramme vorher im

Trockenschrank bei 100° getrocknet.

Mit Ausnahme der rechtsdrehenden Alkaloide der Ergotoxingnippe wurden

sämtliche nativen Mutterkornalkaloide in die Untersuchungen einbezogen. Wir gin¬

gen dabei so vor, dass wir die Reinalkaloide bzw. Mischungen derselben in den

erwähnten Systemen chromatographierten und die erreichte Verteilung feststellten

(Abb. 13 - 16). Wie aus Abb. 13 ersichtlich ist, wandert Ergotamin im System

Benzol-Benzin 6:4 nur wenig über die Startlinie hinaus. Verunreinigungen mit

wasserlöslichen Alkaloiden sowie mit Lysergsäure, welche am Startpunkt zurück¬

bleiben, lassen sich daher nur schwer erkennen. Zudem unterscheiden sich die

Rf-Werte von Ergotamin und Ergosin nur um 0,03 Rf-Einheiten. Es treten z.T.

längliche Flecken auf, die zur Berechnung der Rf-Werte ungünstig sind.

Im System Benzol-Chloroform 1:1 ist die Wanderungsgeschwindigkeit der

Alkaloide grösser und die Alkaloide der Ergotamin- und der Ergotoxingnippe be¬

finden sich hier in der unteren Hälfte des Chromatogramms. Das Verfahren,

welches eine bessere Trennung von Ergotamin und Ergosin gestattet, eignet sich

zum Nachweis von Verunreinigungen in Ergotamintartrat, mit der Einschränkung,

dass diese nicht genügend identifiziert werden können. Ergosinin, Ergotaminin,

sowie die Alkaloide der Ergotoxingnippe weisen bezüglich der Rf-Werte praktisch
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0,25

0,07

0,424 Ergosinin

5 Lysergsaure 0,00

Abb. 13 Chromatogramm der Ergotamingruppe im System Formamid/Benzol-
Benzin 6 : 4

keine Unterschiede auf, die rechtsdrehenden Alkaloide der Ergotoxingruppe wan¬

dern mit der Lösungsmittelfront.

Die günstigsten Verteilungsergebnisse ergaben sich bei Verwendung von Ben¬

zol als mobiler Phase. Neben der Auftrennung von Ergotamin und Ergosin ist

hier eine Aussage über die Identität der anwesenden Alkaloide besser möglich.

Allfällige Verunreinigungen mit Alkaloiden der Ergotamingruppe können nicht nur

erkannt, sondern auch identifiziert werden, was für die Reinheitsprüfung von Er¬

gotamintartrat wichtig ist. Die wasserlöslichen Alkaloide bleiben am Start, die

rechtsdrehenden Alkaloide der Ergotoxingruppe befinden sich unmittelbar vor der

Lösungsmittelfront. In Tabelle 7 (s. Seite 200) sind sämtliche Rf-Werte zusammen¬

gestellt, wie sie bei der Untersuchung der Reinalkaloide mit den verschiedenen

Verfahren erhalten wurden. Bei Ergotamin, Ergotaminin und Ergosin handelt es

sich um Mittelwerte aus 10 - 20, bei den übrigen Alkaloiden aus 3-5 Chroma-

togrammen. Die maximale Streuung beträgt t 0,03 Rf-Einheiten.

Nachdem sich das Trennvermögen von Benzol bei mengenmässig gleichen

Substanzgemischen als hinreichend erwiesen hatte, überprüften wir die Eignung

des Verfahrens als Reinheitsprüfung im speziellen. Wir ermittelten zunächst,

welche maximale Alkaloidmenge sich ohne Nachteile (Aenderung der Rf-Werte,

Deformation der Alkaloidflecke durch unscharfe Umrandungen und Schwanzbildung)

gerade noch Chromatographieren lässt. Unsere Untersuchungen ergaben, dass
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Hf-wert

0,57

0,89

Abb. 14 Chromatogramm der Ergotamingruppe sowie eines Substanzgemisches

im System Formamid/Benzol-Chloroform 1:1

Gemisch A enthält alle in Tabelle 6 aufgeführten Alkaloide.

Rf-Wtrt

1 CD 1 Ergotamin ais

2 O 2 Ergotaminin 060

3 <ZD
3 Ergosin 027

t

o
k Ergosimn 0.70

K ) OO OO
5 Gemisch 1-4

+Lys«rgsaur»

Abb. 15 Trennung der Ergotamingruppe im System Formamid/Benzol
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1
:;:::0 11 Ergotamin in

2
O i 2 Ergosinin

3
O i3Ergoknstin

t O k Ergokryptm

5

O
1 5 Ergocorntn

Abb. 16 Chromatogramm einiger Mutterkomalkaloide im System Formamid/Benzol

Tabelle 7 Rf-Werte einiger Mutterkomalkaloide

Alkaloid

Rf-Werte

Benzol Benzol-Benzin

6 :4

Benzol-Chloroform

1 : 1

Ergotamin 0,19 0,04 0,58

Ergosin 0,27 0,07 0,66

Ergosinin 0,69 0,40 0,90

Ergotaminin 0,60 0,25 0,87

Ergokristin 0,75 0,43 0,92

Ergokryptin 0,86 0,60 0,94

Ergocomin 0,78 0,48 0,93

Ergobasin 0,00 0,00 0,00

Ergobasinin 0,00 0,02 0,04

Lysergsäure 0,00 0,00 0,00

Isolysergsäure 0,00 0,00 0,00

sich beim Auftragen von 100 ug Ergotamintartrat, streifenförmig zwischen zwei

Punkten im Abstand von 3 cm keinerlei Mängel bemerkbar machen, während bei
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punktförmigem Auftragen von 50 ug bereits Schwanzbildung festzustellen war.

Grössere Mengen als 100 pg ergeben sehr grosse und leicht deformierte Flecke,

so dass die Angabe eines Rf-Wertes keinen Sinn mehr hat.

In weiteren Versuchen stellten wir fest, ob sich sehr kleine Mengen Neben-

alkaloide von der grossen Hauptmenge des zu prüfenden Alkaloides überhaupt ab¬

trennen lassen. Wir chromatographierten mit Nebenalkaloiden in wechselnden

Mengen verunreinigtes Ergotamintartrat und beobachteten, bis zu welcher Konzen¬

tration diese gerade noch nachweisbar waren. Nach unseren Befunden kann in

100 ug Ergotamintartrat noch 1 ug eines Fremdalkaloides (= 1 %) erkannt werden,

was ungefähr der Nachweisbarkeitsgrenze entspricht, welche nach den Literaturan¬

gaben (29, 138) für die einzelnen Alkaloide zwischen 0,25 und 1 jug liegt. Eine

Ausnahme ist allerdings bei Ergosin zu verzeichnen. Der geringe Unterschied

der Rf-Werte von Ergotamin und Ergosin (0,08 Rf-Einheiten) verunmöglicht eine

vollständige Trennung mengenmässig sehr ungleicher Substanzgemische. Bei An¬

wesenheit von Ergosin in 2,5 % übersteigenden Mengen wird eine unmittelbar an

den Ergotamin-Fleck anschliessende blau leuchtende Zone sichtbar, Verunreini¬

gungen von weniger als 2,5 % können bereits nicht mehr abgetrennt werden.

Die Beobachtung von Büchi und Mitarbeitern (138), dass beim Auftragen

von 50 jug und mehr Ergotamin stets Ergotaminin-Flecke auftraten, konnten wir

bestätigen. Die Isomerisierung geht in den Alkaloidlösungen, welche auf die Start¬

linie aufgetragen werden, sowie unter dem Einfluss der mobilen Phase während

des Chromatographierens vor sich. Wie wir feststellten, entspricht die bei 100 ug

Ergotamintartrat auftretende Nebenfluoreszenz in der Intensität etwa 1 ug Ergo¬

taminin. Als Mass für unzulässiges Ergotaminin schreiben wir vor, dass in 20 ug

Ergotamintartrat kein Ergotaminin-Fleck sichtbar sein darf. Bei dieser Konzen¬

tration liegt sekundär gebildetes Ergotaminin, wenn es 1 % nicht übersteigt, jen¬

seits der Nachweisbarkeitsgrenze.

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass sich die Verwendung von Benzol

als mobile Phase bei unseren papierchromatographischen Versuchen als brauchbar

erwiesen hat. Wir haben unsere Handelsmuster nach dem im Artikelvorschlag im

Detail beschriebenen Arbeitsverfahren geprüft und konnten nur bei Muster IV, wel¬

ches auch in anderer Hinsicht nicht befriedigte, unzulässiges Ergotaminin nach¬

weisen. Das rasch durchführbare und dabei doch verhältnismässig leistungsfähige

Verfahren erscheint uns für Pharmakopöezwecke als besonders geeignet und wird

für Ergotamintartrat als weitere Identitäts- sowie als Reinheitsprüfung auf Neben-

alkaloide vorgeschlagen (s. Seite 223).
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Nachweis des Säureanteiles: Die Monographien, mit Ausnahme von Ph.Austr.

1960, verzichten auf diese Prüfung. Genanntes Arzneibuch lässt eine wässrige

Lösung von Ergotamintartrat mit 1 Tropfen Ferrichlorid versetzen, wobei die

Anwesenheit von Weinsäure an einer zitronengelben Färbung erkannt wird. Als

weitere Identitätsprüfung auf Weinsäure lässt Ph.Austr. 1960 noch die Silberspie¬

gel-Reaktion ausführen.

Wir überprüften die uns bekannten Identitätsreaktionen auf ihre Anwendbar¬

keit für die vorliegende Substanz, da unser Arzneibuch bei jedem Salz auch die

Identität des Säureanteiles feststellen lässt.

Die für die Ph. Helv. VI vorgesehene Makro-Identitätsreaktion auf Tartrate

ist nicht anwendbar, da bereits die Ergotaminbase mit konzentrierter Schwefel¬

säure eine Färbung zeigt, wodurch die Ringreaktion mit Beta-Naphtol gestört

wird.

Auch die Mikro-Identitätsreaktion (lösen der Substanz in 1 Mikrotropfen 2 n

Essigsäure RS und Versetzen mit 1 Mikrotropfen 2 n Kaliumazetat RS) ist

nicht durchführbar, weil sich sofort ein voluminöser, zusammenballender Nieder¬

schlag bildet, wodurch die allmählich entstehende kristalline Kaliumtartrat-Fäl-

lung verdeckt wird. Wir modifizierten die speziell für den Artikel Ergonovinum

tartaricum ausgearbeitete Mikro-Identitätsreaktion des Vorschlags zur Ph.

Helv. VI für Ergotamintartrat wie folgt:

"Wird eine Spur der Substanz in 1 Mikrotropfen konz. Essigsäure RS

gelöst und mit einem Mikrotropfen einer Mischung gleicher Volumenteile

30 %igen Wasserstoffsuperoxyds, 2 n Kaliumazetats RS und konz. Essig¬
säure RS versetzt, so wird die Mikro-Identitätsreaktion auf Weinsäure

erhalten. "

Im Gegensatz zu Ergonovintartrat löst sich Ergotamintartrat in der Mischung

"on 1 Mikrotropfen 30 %igem Wasserstoffsuperoxyd, 1 Mikrotropfen 2 n-Kalium-

azetat RS und 1 Mikrotropfen 100 %iger Essigsäure nicht völlig und muss daher

zuerst in 1 Mikrotropfen 100 %iger Essigsäure gelöst werden.

Die geprüften Muster ergaben alle positive Reaktion auf Weinsäure.
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Handelsmuster Zersetzungspunkt

unkorr. Wert korr. Wert

I 181,5° 185,8°
n 182,2° 186,5°

m 179,8° 184,0°

IV 174, 0° 177,9°

V 176,7° 180,7°

In Anbetracht dieser Werte erscheint uns die Forderung, dass der Zer¬

setzungspunkt zwischen 176,0 und 182,5 (unkorr.) bzw. 180,0 und 187,0 (korr.)

liegen soll, berechtigt. Wir empfehlen, die Bestimmung in die Pharmakopoe auf¬

zunehmen, da sie zur raschen Unterscheidung von anderen Mutterkornalkaloiden

verwendet werden kann. Für den Pharmakopöetext sehen wir folgenden Wortlaut

vor:

"Die Substanz färbt sich schwarz bei ca. 178 (korr.) und sintert zwi¬

schen 180 und 187 (korr.) ohne zu schmelzen. Bei der Bestimmung ist

möglichst rasch auf ca. 170° aufzuheizen und die Temperatur dann um

4° pro Minute zu steigern.
"

Löslichkeit, Prüfung auf unlösliche und färbende Verunreinigungen: Eine

solche Prüfung führen nur Ph. Austr. 1960 und der Vorschlag SANDOZ durch, wel¬

che die mit Zusatz von Weinsäure hergestellte wässrige Lösung auf klare Löslich¬

keit prüfen lassen. Die Lösung soll farblos, bzw. farblos oder höchstens schwach

gelblich gefärbt sein.

Wir nahmen die Prüfung bei Herstellung der Stammlösung S I vor. Unsere

Muster lösten sich alle völlig klar auf, die Lösungen von Muster I und DJ waren

farblos. Beim Vergleich mit den Farbvergleichslösungen Ph. Helv. V (Suppl. HI)

stellten wir mit den übrigen Lösungen folgende Färbungen fest:

Handelsmuster Farbvergleichslösung
Ph. Helv. V (Suppl. m)

n =g6
IV =G5
V =G6
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Wir können fordern, dass die Stammlösung S I klar und farblos sein muss,

oder nicht stärker gelb gefärbt sein darf als Farbvergleichslösung Gß. Bei Mus¬

ter IV wies schon die Substanz eine unzulässige Gelbfärbung auf, dieses Muster

entspricht daher bereits den Anforderungen der Sinnenprüfung nicht.

Reaktion: Diese Prüfung wird von keiner der Monographien vorgenommen,

einzig der Vorschlag SANDOZ fordert, dass die Substanz gegen Lakmus neutral

bis schwach sauer reagieren soll. Die wässrige Stammlösung S 1 kann für die

Prüfung nicht verwendet werden, da sie Weinsäure enthält. Lösungen ohne Zusatz

von Weinsäure trüben sich sofort und verunmöglichen den Gebrauch der Farbtabel¬

le zum Suppl. m der Ph. Helv. V. Deshalb lassen wir ebenfalls mit Lakmuspapier

prüfen und verlangen, dass eine Aufschüttelung von einigen mg Substanz in einigen

Tropfen Wasser blaues Lakmuspapier nur ganz schwach rötlich färben darf. Vier

der geprüften Muster entsprachen dieser Forderung.

Spezifische Drehung: Die mit Zusatz von Weinsäure hergestellte wässrige

Lösung kann für die Bestimmung der spezifischen Drehung nicht verwendet wer¬

den, es ist daher notwendig, die Base zu isolieren.

Die Monographien - mit Ausnahme von Ph. Belg. IV, welche auf diese wich¬

tige Prüfung verzichtet - schütteln eine mit Natriumkarbonat bzw. Natriumbikar¬

bonat versetzte Suspension von Ergotamintartrat in Wasser mit Chloroform aus.

Die Konzentration der Ergotaminbase in der Chloroform-Lösung wird auf verschie¬

dene Weise ermittelt. USP XVI, Brit. Ph. 1958 und Ph. Int. 1955 verdampfen einen

aliquoten Teil der Lösung und wägen den Rückstand nach dem Trocknen im Vaku¬

um bei 100°. Ph.Austr. 1960 sowie der Vorschlag zum DAB 6 titrieren die Chlo¬

roform-Lösung mit 0,01 bzw. 0,05 N-Perchlorsäure in wasserfreiem Eisessig.

Der Vorschlag SANDOZ (147) nimmt keine Bestimmung der Ergotamin-Konzentra-

tion vor, sondern berücksichtigt bei der Berechnung nur den Kristallösungsmittel-

Gehalt des Ergotamintartrates.

Die spezifische Drehung einer ca. 0,6 %igen Lösung der Ergotaminbase in

Chloroform beträgt nach den Literaturangaben:

USP XVI, Brit. Ph. 1958, Ph. Int. 1955 l"/*"!20 i*nw0
ißn°

Vorschlag zum DAB 6 (146) WD
= "15° *>«

"WO

Ph.Austr. 1960 Md°= "U0 bis "160°
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NNR 1941 [ot]p° = -125 bis -155°

Vorschlag SANDOZ (147) [tf-]^0 = -155° (+ 5°)

Wir isolierten die Base in Anlehnung an den Vorschlag SANDOZ, verwen¬

deten jedoch Narkose-Chloroform an Stelle von absolutem Chloroform. Die Mehr¬

zahl der Monographien macht keine Angabe über die Beschaffenheit des zu ver¬

wendenden Chloroforms. Wie wir feststellten, muss dieses unbedingt frei von

Phosgen sein, da sonst für die Bestimmung unbrauchbare, dunkel gefärbte Lö¬

sungen resultieren. Nach unseren Erfahrungen ist es auch unerlässlich, die Kon¬

zentration der Ergotaminbase in der Chloroform-Lösung zu bestimmen, da die

Ausschüttelung nicht ganz quantitativ verläuft. Als einfachste Methode hierzu

wählten wir die Titration mit Perchlorsäure, welche wir in der Folge auch als

Gehaltsbestimmungs-Methode in Vorschlag bringen. Die für den Pharmakopöetext

vorgesehene Formulierung der Ausschüttelung und Bestimmung des Ergotaminba-

sen-Gehaltes lautet:

"Ca. 0,3 ungetrocknetes Ergotamintartrat werden an einem vor Licht

geschützten Orte in einem Scheidetrichter von 100 ml Inhalt nacheinan¬

der mit 25 ml Wasser und 0,5 g Natriumkarbonat versetzt und jeweils
vorsichtig gemischt. Dann schüttelt man mit 10 ml Narkose-Chloroform

5 Minuten lang kräftig und filtriert den Chloroform-Auszug durch ein

mit Narkose-Chloroform benetztes Faltenfilter in einen Messkolben von

50 ml Inhalt. Die Ausschüttelung wird noch 8 mal mit je 5 ml Narkose-

Chloroform unter jeweiligem Schütteln während 1 Minute wiederholt. Die

durch das gleiche Faltenfilter filtrierten Auszüge werden im gleichen
Messkolben gesammelt. Die mit Narkose-Chloroform auf 50 ml ergänzte
Lösung dient als Stammlösung S II für die Prüfungen 2 c und 5, welche

sofort und unter Lichtschutz durchzuführen sind.
Zur Bestimmung der Ergotamin-Konzentration werden 10,00 ml Stamm¬

lösung S II mit 20 ml wasserfreier Essigsäure und 3 ml Essigsäurean¬
hydrid versetzt. Unter Verwendung von 2 Tropfen Kristallviolett RS als

Indikator wird mit 0,05 N-Perchlorsäure bis zum Farbumschlag von

Reinblau nach Grünstichig-Blau titriert. "

1 ml 0,05 N-Perchlorsäure entspricht 29,08 mg C„„Hf.,0_N[.

Die von uns ermittelten Werte für die spezifische Drehung der Ergotamin¬

base betragen:
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Handelsmuster Spezifische Drehung

I -150,04°
H -145,84°
m -147,20°
IV -135,70°
V -144,55°

Die Bestimmung der spezifischen Drehung gilt als wertvolles Kriterium für

die Abwesenheit von Ergotaminin, da die beiden Isomeren ausgeprägte Drehungs¬

unterschiede aufweisen. Nach Stoll (134) beträgt die spezifische Drehung des

Ergotaminins [oC] = + 369°(± 1°)
Unsere Muster ergaben etwas niedrigere Werte als die Mehrzahl der Mono¬

graphien vorschreibt, was auf die Anwesenheit von geringen Mengen Ergotaminin

schliessen liesse. Mit der papierchromatographischen Reinheitsprüfung konnten

wir - ausser bei Muster V - jedoch kein unzulässiges Ergotaminin nachweisen.

Wie es sich gezeigt hat, wird das Intervall von -150° bis -160° nicht von

allen sich im Handel befindlichen Mustern erfüllt, weshalb uns eine weniger

strenge Forderung berechtigt erscheint. Wie Ph. Austr. 1960 möchten auch wir

das Intervall für die spezifische Drehung der Ergotaminbase mit -140 bis -160

festlegen.

Spektrophotometrie: Diese Prüfung hat bisher noch in keine Monographie

Eingang gefunden und wird auch vom Vorschlag SANDOZ nicht durchgeführt.

Stoll und Schlientz (148) stellten für Ergotamin in Alkohol ein Absorptions¬

maximum bei 318 mu fest. Büchi, Schumacher und Kapoor (138) be¬

stimmten die Absorption von Ergotamin und Ergokristin in Methylenchlorid, sowie

von Ergometrin in Methylenchlorid + 5 % Methanol und fanden für alle drei Alka¬

loide maximale Absorption bei 308 - 310 mu. Bayer (149) nahm die Bestimmung

in 1 %iger Weinsäure vor und fand für die verschiedenen Mutterkornalkaloide ein

Absorptionsmaximum bei 317 mu. Er hat die für die einzelnen Alkaloide erhalte¬

nen Extinktionswerte auf Lysergsäure bezogen, wobei sich für sämtliche Alkaloide

ein konstanter Wert (E- von Lysergsäure bei 317 mu = 273,5) ergab. Für die

Absorption im UV-Licht ist demnach der Lysergsäure-Teil des Moleküls massge¬

bend.
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Es ist wohl anzunehmen, dass die bei der Isomerisierung entstehende Iso-

lysergsäure abweichende Absorption zeigt, weshalb die Bestimmung des Extink¬

tionskoeffizienten auch als Reinheitsprüfung für die therapeutisch verwendeten

Lysergsäurederivate herangezogen werden kann.

Im folgenden geben wir die uns aus der Literatur bekannten Extinktionswer¬

te für Ergotamin bzw. Ergometrin des besseren Vergleichs wegen als spezifische

Extinktion der Lysergsäure an:

Literatur¬

angabe

(148)

(138)

(150)

(*)

sl%
^lcm

von Lysergsäure Maximum Lösungsmittel

270,0 318 mu Alkohol

280,7 308-310 mu Methylenchlorid + 5 %
Methanol

298,6-303,3 312 mu Wasser

300,9 316-318 mu Weinsäure 1 %

Wir haben die Messungen in 1 %iger Weinsäure vorgenommen. Die mit Mus¬

ter V aufgenommene Absorptionskurve (Abb. 17) zeigt ein Maximum bei 316 -

318 mu und ein Minimum bei 270 - 271 mu.

Für den Extinktionskoeffizienten E*rL von Ergotamintartrat (bezogen auf

die Kristallösungsmittel-haltige Substanz) ergaben unsere Muster folgende Werte:

Handelsmuster

I

n

m

rv

V

eJ% bei 316 - 318 mu
1 cm *_

117,2

116,0

114,0

112,2

116,6

Die Werte von Muster I, n und V stimmen gut überein. Muster HI enthält einen

zu hohen Kristallösungsmittel-Gehalt und Muster IV entspricht den meisten For¬

derungen nicht.

Wir schlagen vor, die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten als Identitäts¬

und Reinheitsprüfung in die Pharmakopoe aufzunehmen, und in Anlehnung an die

erhaltenen Werte zu fordern, dass E, '°

,
bestimmt bei 316 - 318 mu mit einer

lern'

(*) Eigene Untersuchungen, bestimmt mit Muster I
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Abb. 17 UV-Spektrum von Ergotamintartrat in 1 %iger Weinsäure

0,005 %igen Lösung der Substanz in 1 %iger Weinsäure, zwischen 114,9 und

118,4 liegen muss.

b) Chemische Reinheitsprüfungen

Ausser der von einigen Monographien zur Prüfung auf fremde Substanzen

durchgeführten Azetonkristallisation, die wir schon weiter oben beschrieben haben,

sind uns keine Reinheitsprüfungen bekannt geworden.

Wir haben unsere Muster auf Natrium und Chlorid geprüft und die Prüfun-
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gen auf konzentrierte Schwefelsäure und konzentrierte Salpetersäure färbende

Verunreinigungen vorgenommen, obwohl Ergotamintartrat mit genannten Säuren

bereits in der Kälte Färbungen zeigt.

Abwesenheit von Natrium: Diese Prüfung, nach den Vorschlägen zur Ph.

Helv. VI vorgenommen, fiel mit allen Mustern negativ aus. Für Pharmakopöe-

zwecke kann darauf verzichtet werden.

Abwesenheit von Chlorid: Die Prüfung wurde nach den Vorschlägen zur Ph.

Helv. VI mit 1 ml Stammlösung S I ausgeführt. Da alle Muster der Grenzreaktion

a H entsprachen, wird die Forderung in diesem Sinne formuliert.

Prüfung auf konzentrierte Schwefelsäure färbende Verunreinigungen:

"10 mg Ergotamintartrat lösen sich in 2 ml konzentrierter Schwefelsäure

RS mit gelbbrauner Farbe. Beim Erwärmen im siedenden Wasserbad

färbt sich die Lösung über Dunkelrot nach Rotbraun; nach 10 Minuten

hat sie eine beständige dunkelbraune Färbung angenommen.
"

Es konnte ein deutlicher Unterschied zu Dihydroergotamin-methansulfonat

festgestellt werden, welches in gleicher Konzentration beim Erwärmen im Wasser¬

bad eine rotviolette Farbe aufweist.

Sämtliche Muster zeigten die beschriebenen Färbungen. Diese Prüfung kann

zur Erfassung von Verunreinigungen selbstverständlich nicht in Betracht gezogen

werden, sondern wurde nur zur Unterscheidung von Dihydroergotamin-methan-

sulfonat ausgeführt.

Abwesenheit von konzentrierte Salpetersäure färbenden Stoffen:

"10 mg Ergotamintartrat lösen sich in 1 ml konzentrierter Salpetersäure
RS mit orange-gelber Farbe. "

Auch diese Prüfung ist nicht durchführbar.
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Quantitative Bestimmungen

a) Kristallösungsmittel-Gehalt

Ergotamintartrat kristallisiert je nach der Darstellungsweise mit wechseln¬

den Mengen Kristallösungsmittel. Das davon vollständig befreite Salz weist gerin¬

gere Stabilität auf und erfordert daher verschärfte Aufbewahrungsvorschriften.

Die meisten Monographien machen keine Angabe über die Art des anwesen¬

den Kristallösungsmittels, sondern limitieren lediglich dessen Maximalgehalt.

Nur Ph.Belg.IV und Ph. Int. 1955 erklären das 2 Mol Methanol enthaltende Salz

als offizineil. Da auch die Firma SANDOZ das Salz mit 2 Mol Methanol herstellt,

möchten wir diese Formel für unser Arzneibuch vorschlagen.

Zur Ermittlung des Kristallösungsmittel-Gehaltes werden von der Litera¬

tur verschiedene Methoden angewandt:

Literaturangabe

USP XVI

Brit.Ph.1958

Ph. Int. 1955

Ph.Austr. 1960

NNR 1941

Vorschlag zum DAB 6

(146)

Vorschlag SANDOZ (147) Trocknen bei 100° und maximal

1 Torr während 5 h

Methode

Trocknen im Vakuum bei

60° während 4 h

Trocknen bei 60° und 5 Torr

während 4 h

Trocknen bei 100°

Trocknen bei Zimmertemperatur
im Vakuum-Exsikkator

Trocknen im Hochvakuum bei

105°

Trocknen bei 100°

Gehalt

maximal 5 %

maximal 5 %

maximal 5 %

manchmal bis 8

maximal 5 %

maximal 5 %

Wir bestimmten den Kristallösungsmittel-Gehalt der vorliegenden Muster

nach 3 verschiedenen Methoden:

1. Trocknen im Hochvakuum bei 100 während 5 Stunden

2. Trocknen im Vakuum über Phosphorpentoxyd während 6 Stunden, Druck ca.

10 Torr, Temperatur ca. 95

3. Trocknen im Trockenschrank bei 103 - 105 während 6 Stunden.
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Mit einer Einwaage von 0,1 g ergaben sich die folgenden Resultate:

Handelsmuster Kristallösungsmittel-Gehalt

1. Methode 2. Methode 3. Methode

I 4,66 % 4,38 % 4,43 %

n 5,53 % 5,25 %

m 8,20 %

IV 4,34 % 4,29 % 4,23 %

V 2,86 % 2,81 % 2,76 %

VI 3,84 % 3,69 %
*

3,78 %

Die 1. Methode liefert die den wahren Verhältnissen entsprechenden Werte,

da sich letzte Spuren Kristallösungsmittel nur im Hochvakuum entfernen lassen.

Der theoretische Gehalt für 2 Mol Methanol beträgt 4,65 %. Muster I entspricht

diesem Wert, während Muster H und im besonderen Muster DI zu hohe Gehalte

aufweisen. Muster I, n, HI und VI, welches uns noch nachträglich für diese Be¬

stimmung zur Verfügung gestellt wurde, waren als 2 Mol Methanol enthaltende

Verbindungen deklariert. Bei Muster IV und V war uns das Kristallösungsmittel

nicht bekannt. Die Perchlorsäure-Titration der beiden letztgenannten Muster er¬

gab zu hohe Resultate, und wir vermuten, dass der Mehrverbrauch an Perchlor¬

säure durch das Kristallösungsmittel bedingt war.

Mit der 2. und 3. Methode werden etwas tiefere, jedoch durchwegs brauch¬

bare Werte erhalten. Da für Pharmakopöezwecke der Gebrauch der Hochvakuum¬

pumpe nicht in Betracht kommt, schlagen wir vor, die Bestimmung mit der 2.

Methode (Trocknen im Vakuum über Phosphorpentoxyd während 6 Stunden bei ca.

95° und ca. 10 Torr) vorzunehmen.

Weil bei den quantitativen Bestimmungen das Molekulargewicht der Kristall¬

lösungsmittel-haltigen Substanz berücksichtigt wird, muss auch ein minimaler

Gehalt festgesetzt werden. Die Forderung, dass Ergotamintartrat 3,5 - 5,0 %

Methanol enthalten soll, scheint uns angemessen, obwohl diese nur von zwei

Mustern erfüllt wurde.
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b) Verbrennungsrückstand

Der Verbrennungsrückstand wird nur von Ph. Belg. IV und vom Vorschlag

zum DAB 6 bestimmt, welche fordern, dass dieser unwägbar sein, bzw. 0,1 %

betragen soll. Eine Angabe, wieviel Substanz für die Bestimmung zu verwenden

ist, fehlt. In Anbetracht auf den hohen Preis von Ergotamintartrat liegt es nahe,

auf die Bestimmung des Verbrennungsrückstandes zu verzichten. Wir machen je¬

doch den Vorschlag, diesen nach Ermittlung des Kristallösungsmittel-Gehaltes mit

der bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Substanz auszuführen, da letztere in¬

folge geringer Verfärbung für andere Prüfungen nicht mehr herangezogen werden

sollte. Bei sämtlichen Mustern konnten wir keinen wägbaren Rückstand feststel¬

len, weshalb die Forderung entsprechend formuliert wird.

c) Gehaltsbestimmungen

In der Literatur finden wir für die Gehaltsbestimmung von Ergotamintartrat

die kolorimetrische Methode nach Van Urk, die Titration mit Perchlorsäure in

wasserfreiem Eisessig, sowie die Titration des Säureanteiles mit Natronlauge.

In neueren Publikationen wird auch die UV-Spektrophotometrie empfohlen (138,

149). Nachstehend sind die Bestimmungsmethoden und Gehalts-Forderungen der

Monographien aufgeführt:

Literaturangabe

USP XVI

Brit. Ph. 1958

Ph.Austr. 1960

Vorschlag zum DAB 6

(146)

Vorschlag SANDOZ

(147)

Bestimmunsmethode

Kolorimetrische Methode

1. Perchlorsäure-Titration

2. Kolorimetrische Methode

Perchlorsäure-Titration

1. Kolorimetrische Methode

2. Titration des Säurean¬

teiles

Gehalts-Forderung

mind. 97%, bezogen auf

getr. Substanz

mind.

„1%
97 %

bei 630 mu = 79-

8»
"*

bezogen auf getr.
Substanz

mind. 97%, bezogen auf

getr. Substanz

mind. 97%

max. 105%, bezogen auf

getrocknete Substanz

Wir haben folgende Methoden untersucht:
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1. Kolorimetrische Bestimmung: Die Methode beruht darauf, dass Lyserg-

säurederivate mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in schwefelsaurer Lösung einen

blauen Farbstoff bilden, welcher photometrisch bestimmt werden kann. Die Inten¬

sität der entstandenen Färbung wird unter anderem durch die Reinheit der Rea¬

genzien, die Temperatur und die Lichteinwirkung beeinflusst. Die Genauigkeit des

Verfahrens kann erhöht werden, wenn man gleichzeitig mit der zu untersuchenden

Substanz eine Standard-Substanz misst, und die erhaltenen Werte auf diese bezieht.

Als Standard-Substanz wird in allen Vorschriften analysenreines Ergobasin-hydro-

genmaleinat verwendet. Nur Ph. Austr. 1960 führt die Bestimmung ohne Standard-

Substanz aus und ermittelt somit absolute Werte. Nach Soffel und Rochel-

meyer (122) ist die Farbintensität nach 15 Minuten konstant, und die Messung

sollte alsbald nach diesem Zeitpunkt vorgenommen werden, obwohl sich der Farb¬

stoff über mehrere Stunden hält. Nach anderen Vorschriften soll 20 Minuten bzw.

1 Stunde lang im Tageslicht belichtet werden. Die Messungen werden bei verschie¬

denen Wellenlängen vorgenommen. USP XVI lässt bei ca. 550 mu messen, Brit.

Ph.1958 bei 540 - 560 mu, Ph. Austr. 1960 bei 630 mu und der Vorschlag SANDOZ

(147) bei 578 mp. Wir haben mit Muster I eine Absorptionskurve aufgenommen,

welche in Abb. 18 veranschaulicht ist. Die Kurve zeigt ein Maximum bei 545 mu,

ein Minimum bei 580 mu und ein zweites kleineres Maximum bei 630 mu.

Auf Grund des Kurvenverlaufs bestimmten wir die Extinktion bei 545 mu.

Als Vergleichssitostanz verwendeten wir Ergobasin-hydrogenmaleinat Referenz-

Standard SANDOZ und arbeiteten nach folgender Vorschrift:

"Ca. 10 mg ungetrocknetes Ergotamintartrat (genau gewogen) werden in

einem Messkolben von 200 ml Inhalt in ca. 100 ml 1 %iger Weinsäure

durch leichtes Erwärmen gelöst, und die Lösung nach dem Abkühlen mit

1 %iger Weinsäure bis zur Marke aufgefüllt. In genau gleicher Weise

wird eine Lösung von ca. 6,7 mg Ergobasin-hydrogenmaleinat Referenz-

Standard (genau gewogen) in 200 ml 1 %iger Weinsäure hergestellt.
Von beiden Lösungen werden je 2,00 ml in einem Reagensglas mit Glas¬

stopfen mit 4,00 ml frisch bereitetem Dimethylaminobenzaldehyd RS ver¬

setzt, gut durchgemischt, und die Mischungen 1 Stunde lang im Tages¬
licht stehen gelassen. Dann wird die Extinktion der beiden blaugefärbten
Lösungen in einem geeigneten Spektrophotometer bei einer Wellenlänge
von 545 mu und einer Schichtdicke von 1 cm gemessen, wobei man als

Vergleichslösung eine auf gleiche Weise belichtete Mischung von 2,00 ml
1 %iger Weinsäure und 4,00 ml frisch bereitetem Dimethylaminobenzal¬
dehyd RS verwendet."

Der Gehalt G an Ergotamintartrat in mg ergibt sich aus der folgenden For¬

mel:
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0,380

500 50) 580 620 660 nyj

Wellenlänge

Abb. 18 Absorptionskurve des mit Ergotamintartrat gebildeten blauen Farbstoffes

E

E

1,560

wobei bedeuten:

E = Extinktion der zu untersuchenden Lösung

E = Extinktion der Standard-Lösung

G = Einwaage der Standard-Substanz in mg

Der Faktor 1,560 ergibt sich aus dem Verhältnis der Molukulargewichte

von Ergoatmintartrat zu Ergobasin-hydrogenmaleinat.

Für unsere Muster ergaben sich folgende Resultate:
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Handelsmuster Kolorimetrische Bestiminung

I 101,0 % 101,9 % 100,3 %

n 100,8 % 100,0 %

m 97,8 % 98,8 %

IV 95,8 % 96,6 % 96,2 %

V 101,2 % 100,0 % 100,8 %

Die Genauigkeit der Methode wird in der Literatur mit ± 5 % bzw. Î 3 %

angegeben. Wir nahmen die Messungen mit dem Spektralphotometer Zeiss PMQ

II vor und erhielten besser übereinstimmende Werte.

Der Gehalt an Ergotamintartrat kann auch von einer Eichkurve abgelesen,

oder mit dem molaren Extinktionskoeffizienten berechnet werden. Eine mit Mus¬

ter I aufgenommene Eichkurve stellt Abb. 19 dar.

Den molaren Extinktionskoeffizienten der Lysergsäure bestimmten wir mit

Ergobasin-hydrogenmaleinat Referenz-Standard SANDOZ und erhielten als Durch-

3 3
schnittswert bei 545 mu = 5,9 • 10

,
bei 575 mu = 5,2 • 10

,
bei 630 mu =

5,3
• 103.

Q800

0,600-

~ 0,400

0,200

Abb. 19 Eichgerade zur kolorimetrischen Bestimmung von Ergotamintartrat.
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Die kolorimetrische Methode hat den Vorteil, dass sie mit sehr wenig Sub¬

stanz auskommt, was wegen des hohen Preises der Substanz in Betracht zu zie¬

hen ist. Dennoch möchten wir der nachstehend beschriebenen Perchlorsäure-Titra¬

tion, die mit einer geringeren Fehlerbreite arbeitet, den Vorzug geben.

2. Titration mit Perchlorsäure in Eisessig: Für die Aufnahme der Titra¬

tionskurve lösten wir 0,3445 g ungetrocknetes Ergotamintartrat (1/2 Milliäquiva-

lent) in 40 ml wasserfreiem Eisessig und titrierten nach Zusatz von 3 ml Essig¬

säureanhydrid und 3 Tropfen Kristallviolett RS mit 0,05 N-Perchlorsäure in Eis¬

essig. Zuerst ermittelten wir den Umschlagspunkt, indem wir die Farbe des In¬

dikators beim grössten Potentialsprung beobachteten. Aus Abb. 20 ist die Titra¬

tionskurve, sowie die Farbänderung des Indikators im Bereiche des Umschlags¬

punktes nach Zusatz jeweils gleicher Volumenteile der Titrierflüssigkeit ersicht¬

lich. Der Umschlag erfolgt von Reinblau nach Grünsticbigblau (= Grünblau auf

Abb. 20). Für die übrigen potentiometrischen und visuellen Titrationen lösten wir

ca. 0,1 g ungetrocknete Substanz (genau gewogen) in 20 ml wasserfreiem Eises¬

sig, fügten 3 ml Essigsäureanhydrid und 3 Tropfen Kristallviolett RS zu und ti¬

trierten bis zum ersten Farbumschlag nach Grünstichigblau.

1 ml 0,05 N-Perchlorsäure entspricht 34,45 mg (C33H35°5N5)2* C4H6°6" 2 CH30H

Unsere Muster zeigten folgende Resultate (bezogen auf die 2 Mol Methanol

enthaltende Substanz):

Handelsmuster Titration mit 0,05 N-Perchlorsäure

visuell potentiometrisen

I 100,08 % 99,85 % 99,70 %

n 99,46 % 99,22 % 99,13 %

m 97,04 % 97,12 % 96,75 %

IV 106,64 % 107,02 % 106,50 %

V 104,54 % 104,95 %

Die im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Substanz wurde

ebenfalls in die Untersuchung einbezogen. Die visuelle Titration mit 0,05 N-Per¬

chlorsäure (bezogen auf die im Hochvakuum getrocknete Substanz) ergab folgende

Werte:
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ruu-

600-

*;

>

S

gelb

grün

grünblau

blau

violettblau

violett

8 10 12ml

0.05 N - Perchlorsàure

Abb. 20 Titrationskurve von Ergotamintartrat

Einwaage: 1/2 Milliäquivalent Potentialanstieg zwischen 8 ml und 12 ml

0,05 N-Perchlorsäure

Handelsmuster

I

n

m

IV

V

Titration mit 0,05 N-Perchlorsäure

99,95 %

100,20 %

100,19 %

99,98 %

100,23 %

Muster m weist einen viel zu hohen Kristallösungsmittel-Gehalt auf, weshalb die

mit der ungetrockneten Substanz erhaltenen Werte zu tief sind. Auch Muster II

entspricht nicht ganz dem geforderten Kristallösungsmittel-Gehalt. Bei Muster IV

und V scheint das Kristallösungsmittel Perchlorsäure zu verbrauchen, denn wird

die Bestimmung mit der getrockneten Substanz ausgeführt, so ergeben sich nor¬

male Werte. Muster IV zeigte jedoch bei der kolorimetrischen und UV-Spektro-
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photometrischen Bestimmung einen zu tiefen Gehalt, was auf Isomerisierung

schliessen lässt.

Die Titration mit Perchlorsäure eignet sich sehr gut zur Gehaltsbestimmung

von Ergotamintartrat, vorausgesetzt, dass Kristallösungsmittel ausgeschlossen

werden, die einen Mehrverbrauch an Perchlorsäure bedingen. Da jedoch das 2

Mol Methanol enthaltende Salz zur Aufnahme in die Pharmakopoe empfohlen wird,

möchten wir diese Bestimmungsmethode vorschlagen und fordern, dass der Ge¬

halt 98,0 - 101,0 % betragen soll. Als Ergänzung dieser Bestimmung ist die

unter Physikalisch-chemische Reinheitsprüfungen beschriebene UV-Spektrophoto-

metrische Untersuchung durchzuführen.

3. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: Diese Bestimmungsmethode konnte

nur mit Muster I und Muster n vorgenommen werden, da von den übrigen Mus¬

tern nicht mehr genügend Substanz zur Verfügung stand. Zur Einwaage gelangten

jeweils ca. 0,1 g ungetrocknete Substanz (genau gewogen). Die Bestimmung wur¬

de nach der im Allgemeinen Teil angegebenen Vorschrift ausgeführt und ergab

folgende Resultate:

Muster Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl

I 99,20 % 99,04 %

H 98,86 % 99,15 %

4. Titration des Weinsäure-Gehaltes: Für diese Bestimmung lösten wir

ca. 50 mg ungetrocknetes Ergotamintartrat (genau gewogen) in 10 ml Aethanol

70 % und titrierten mit 0,05 N-Natronlauge unter Verwendung von 2 Tropfen

Kresolrot RS als Indikator bis zur schwachen Violettfärbung.

1 ml 0,05 N-Natronlauge entspricht 34, 45 mg (C33H3505N5)2
'

C4H6°6 * 2 CH3OH

Die mit unseren Mustern erhaltenen Resultate lauten:

Handelsmuster Titration mit 0,05 N-Natronlauge

I 102,40 % 102,28 %

H 101,26 % 101,52 %

m 98,39 % 98,56 %

IV 125,27 % 124,90 %

V 103,15 % 102,83 %
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Nach dem Vorschlag SANDOZ (147) darf der mit dieser Methode ermittelte

Gehalt bis zu 105 %, bezogen auf die getrocknete Substanz, betragen, woraus

ersichtlich ist, dass Ergotamintartrat etwas mehr als die stöchiometrische Men¬

ge Weinsäure enthalten kann. Wegen des hohen Molekulargewichtes des Basenan¬

teils wirkt sich ein nur geringer Ueberschuss an Weinsäure auf das Resultat ge¬

wichtig aus. Die Methode kann zur Gehaltsbestimmung von Ergotamintartrat nicht

befriedigen, da damit ohnehin nur der therapeutisch nebensächliche Säureanteil

erfasst wird.

Bemerkungen bezüglich der Aufbewahrung

Die Monographien geben für Ergotamintartrat unterschiedliche Aufbewahrungs-

Vorschriften an. Nach Brit. Ph. 1958 und Ph. Int. 1955 soll die Substanz in einer

StickstoffatmoSphäre im zugeschmolzenen Röhrchen, vor Licht geschützt, aufbe¬

wahrt werden, während USP XVI, Ph. Austr. 1960, Ph. Belg. IV und der Vorschlag

zum DAB 6 nur Aufbewahrung in lichtresistenten, gut verschlossenen Behältern

verlangen. Der Vorschlag SANDOZ schreibt vor, dass die Substanz vor Licht,

Sauerstoff und Feuchtigkeit geschützt, in luftdichten Behältern bei 0 - 5 C auf¬

zubewahren sei. Nach unseren Erfahrungen kann von der Aufbewahrung unter

Stickstoff abgesehen werden. Wir erachten es als hinreichend, wenn die Substanz

in zugeschmolzenen Ampullen an einem kühlen Ort gelagert wird. Als besonderen

Lichtschutz schreiben wir das Einhüllen der Ampullen in schwarzes Papier vor.

Sterilisation von Lösungen

Nach USP XVI und Brit. Ph. 1958 können wässrige Lösungen von Ergotamin¬

tartrat, die mit Weinsäure auf einen pH-Wert von ca. 3, 5 eingestellt und unter

Stickstoff abgefüllt worden sind, durch Erhitzen auf 115 - 116 im Autoklav steri¬

lisiert werden.

Vorschläge zur Dosierung

Für die Angabe von Maximaldosen hielten wir uns an Ph. Austr. 1960, Ge-

brauchsdosen entnahmen wir dem Prospekt des Handelspräparates GynergenV£y.
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Untersuchung von Handelsmustern

m

Sinnenprüfung

Farbe leicht grau-

stiebig

leicht grau-

stichig

leicht grau-

stichig

ziemlich

gelblich
ganz schwach

gelblich

Geruch - - - - -

Identitätspnifuns

Farbreaktion nach Keller,
modifiziert

+ + + + +

Farbreaktion nach van Urk

Azetonkristallisation

Schmelztemperatur des

TetraphenyIborates

Papierchromatographische
Prüfung

Nachweis der Weinsäure

+ + + + +

154,3-156,4° 153,7-156,0° 153,5-155,8° 152,5-154,8° 153,3-155,6°

Reinheitsprufungen

Schmelztemperatur (korr.)

Farbe von S I

Prüfung mit Lakmuspapier

Spezifische Drehung

UV-Absorption

Elcm bei 316"318 mu

185,8° 186,5° 184,0° 177,9° 180,7°
farblos = G6 farblos = G5 = G6

ganz schwach

rötlich

ganz schwach

röUlch

ganz schwach

rötlich

Stärker röt¬

lich

ganz schw

rötlich

-150,04° -145,84° -147,20° -135,70° - 144,55°

117,2 116,0 114,0 112,2 116,6

Papierchromatographische
Prüfung

- - - - +

Chlorid - - - - -

Quantitative Bestimmungen

Kristallösungsmittel 4,66 % 5,53 % 8,20 % 4,34% 2,86 %

Verbrennungsrückstand unwägbar unwägbar unwägbar unwägbar unwägbar

Gehalt

Perchlorsäure-Titration

visuell

potentiometrisch
99,96 %

99,70 %
99,46 %
99,17 %

97,08 %
96,75 %

106,83 %
106,50 %

104,74 %

Kolorimetrische Bestim¬

mung 101,1 % 100,4 % 98,3 % 96,2 % 100,7 %

Stickstoff nach KJeldahl 99,12 % 99,01 %

Titration der Weinsäure 102,34 % 101,39 % 98,47 % 125,08 % 102,99 %

V
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Ergotaminium tartaricum

Syn. ; Ergotamini Tartras

Ergotamintartrat Tartrate d'ergotamine Tartrato di ergotamina

' C4H4°6 * 2CH3OH

2

(C33H3505N5)2
•

C4H6Og
• 2 CHgOH Mol. -Gew. 1378

'Prüfung

Stammlosung S I: Eine möglichst feine Verreibung von 10 mg Substanz und

5 mg Weinsäure muss sich in 2 ml Wasser unter Schütteln binnen weniger Minu¬

ten völlig lösen. Diese Lösung muss klar und farblos oder darf nicht stärker

gelb gefärbt sein als Färbvergleichslösung Gß; sie dient als S I für die Prüfun¬

gen 2 a, b und 9.

Stammlösung S II: Ca. 0,3 g ungetrocknetes Ergotamintartrat werden an

einem vor Licht geschützten Ort in einem Scheidetrichter von 100 ml Inhalt nach¬

einander mit 25 ml Wasser und 0,5 g Natriumkarbonat versetzt und jeweils vor¬

sichtig gemischt. Dann schüttelt man mit 10 ml Narkose-Chloroform 5 Minuten

lang kräftig und filtriert den Chloroform-Auszug durch ein mit Narkose-Chloro¬

form benetztes Faltenfilter in einen Messkolben von 50 ml Inhalt. Die Ausschüt-

telung wird noch 8 mal mit je 5 ml Narkose-Chloroform unter jeweiligem Schüt¬

teln während 1 Minute wiederholt. Die durch das gleiche Faltenfilter filtrierten

Auszüge werden im gleichen Messkolben gesammelt. Die mit Narkose-Chloro¬

form auf 50 ml ergänzte Lösung dient als S n für die Prüfungen 2 c und 5, wel¬

che sofort und unter Lichtschutz durchzuführen sind.

H-N
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1. Sinnenprüfung: Farblose Kristalle oder weisses bis gelblich- oder grau-

stichig weisses kristallines Pulver ohne wahrnehmbaren Geruch.

2. Nachweis der Ergotaminbase:
a) Werden 2 Tropfen S I mit 1 ml konzentrierter Essigsäure RS, 1 Trop¬

fen Ferrichlorid RS und 1 ml konzentrierter Phosphorsäure RS vermischt, und

die Mischung in ein Wasserbad von 80° gebracht, so entsteht binnen einiger Mi¬

nuten eine beständige blauviolette Färbung.

b) Werden 3 Tropfen S I mit 1 ml Wasser und 1 ml Dimethylaminobenzal-

dehyd RS vermischt, so tritt eine dunkelkornblumenblaue Färbung auf.

c) 5 Tropfen S II werden auf einem Objektträger verdunstet und der Rück¬

stand während 24 Stunden im Vakuum-Exsikkator getrocknet. Hierauf wird mit

4 Tropfen einer Mischung von 16 Vol. T. Azeton + 1 Vol. T. Wasser gelöst und

wieder verdunstet. Unter dem Mikroskop betrachtet sind die für Ergotamin cha¬

rakteristischen, stark lichtbrechenden rhombischen Prismen sichtbar.

d) 25 mg Substanz werden in der Mischung von 2 ml Azeton + 1 ml Wasser

gelöst. Dann werden 2 ml Wasser und tropfenweise 1 ml Kalignost RS zugefügt.
Es entsteht sofort eine Trübung, die sich nach ca. 1 Stunde in Form von kristal¬

linen Nadeln abscheidet. Diese werden sofort abgenutscht, mit 20 ml Wasser ge¬

waschen und in 3 ml Azeton gelöst. Die durch tropfenweises Zusetzen von ca.

5 ml Wasser erhaltenen Kristallnadeln werden nach dem Absaugen und Waschen

mit wenig Wasser im Schwefelsäure-Exsikkator getrocknet. Bei der Bestimmung
der Schmelztemperatur, die zwischen 153 und 157° (korr.) liegen muss, ist rasch

auf ca-. 140° aufzuheizen und die Temperatur dann um 4° pro Minute zu steigern.

3. Nachweis der Weinsäure: Wird eine Spur der Substanz in 1 Mikrotrop-
fen konzentrierter Essigsäure RS gelöst und mit einem Mikrotropfen einer Misch¬

ung gleicher Vol.T. 30 %igen Wasserstoffsuperoxyds, 2 n Kaliumazetats-

RS und konzentrierter Essigsäure RS versetzt, so wird die Mikro-Identitätsreak-

tion auf Weinsäure erhalten.

4. Schmelztemperatur: Die Substanz färbt sich schwarz bei ca. 178 (korr.)
und sintert zwischen 180 und 187° (korr.) ohne zu schmelzen. Bei der Bestim¬

mung ist möglichst rasch auf ca. 170° aufzuheizen und die Temperatur dann um

4° pro Minute zu steigern.

5. Spezifische Drehung der Ergotaminbase: -140 bis -160
,
bestimmt mit

S II im 2 dm-Rohr.

Zur Bestimmung der Ergotamin-Konzentration werden 10,00 ml S II mit

20 ml wasserfreier Essigsäure und 3 ml Essigsäureanhydrid versetzt. Unter

Verwendung von 2 Tropfen Kristallviolett RS als Indikator wird mit 0,05 N-Perchlor¬

säure bis zum Farbumschlag von Reinblau nach Grünstichigblau titriert.

1 ml 0,05 N-Perchlorsäure entspricht 29,08 mg CooHogOgNg

6. Extinktionskoeffizient: Ej^ = 114,9 - 118,4 bestimmt bei 316-318 mu

mit einer 0,005 %igen Lösung der Substanz in 1 %iger Weinsäure.

7. Papierchromatographische Prüfung: Chromatographierpapier Whatman 1

wird in Streifen von 12 cm Breite und 50 cm Länge geschnitten, so dass die

Längsseite quer zur Faserrichtung verläuft. Auf der Startlinie markiert man 3

Startpunkte, a, b und c, deren Abstand voneinander je 3 cm betragen soll. Hier-
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auf wird der Papierstreifen während 10 Minuten in einem dicht verschlossenen

Gefäss in eine Mischung von 40 Vol.T. Formamid und 60 Vol.T. Aethanol 94%

eingetaucht, zur Entfernung des überschüssigen Imprägnierungsmittels zwischen

Filtrierpapier leicht ausgepresst und während 15 Minuten bei gewöhnlicher Tem¬

peratur zum Trocknen aufgehängt.
Das zur absteigenden Papierchromatographie bestimmte Glasgefäss, welches

durch Umkleiden mit schwarzem Papier vollständig lichtundurchlässig sein muss,
wird mit einer Kristallisierschale beschickt, welche ca. 100 ml Benzol enthal¬

ten soll. In die Chromatographierküvette werden ca. 70 ml Benzol gebracht, wel¬

ches die mobile Phase darstellt. Die Glaswanne wird mit einer Glasplatte dicht

verschlossen und während mindestens 14 Stunden klimatisiert. Auf das so vorbe¬

handelte Papier trägt man die folgende frisch bereitete Lösung möglichst vor

licht geschützt auf:

0,1 ml einer 0,1 %igen Lösung der Substanz in einer Mischung glei¬
cher Vol.T. Methylalkohol und Methylenchlorid streifenförmig, mög¬
lichst gleichmässig zwischen den Punkten a und b, sowie 0,02 ml im

Punkt c.

Das Papier wird nun in die Küvette eingesetzt. Die Laufzeit beträgt 3-4 Stunden.

Wenn die Lösungsmittelfront ca. 30 cm von der Startlinie entfernt ist, nimmt

man das Chromatogramm heraus, markiert die Frontlinie und trocknet es durch

Aufhängen an der Luft während einigen Minuten. Dann werden sogleich unter der

Analysen-Ultraviolett-Lampe die blau fluoreszierenden Flecke umfahren. Der für

Ergotamintartrat charakteristische Fleck hat einen Rf-Wert von 0,16 - 0,22.
Bei der niedrigeren Konzentration darf keine blaue Fluoreszenz vom Rf-Wert

0,57 - 0,63 auftreten (unzulässige Mengen Ergotaminin). Bei der höheren Kon¬

zentration darf höchstens eine ganz schwache blaue Fluoreszenz vom Rf-Wert

0, 57 - 0,63 sichtbar sein (Ergotaminin in einer Menge von ca. 1 %). Unmittel¬

bar an den Ergotamin-Fleck der höheren Konzentration anschliessend darf keine

blau leuchtende Zone mit einem Rf-Wert von 0,24 - 0,30 auftreten (Ergosin in

einer Menge von über 2, 5 %. ). Weitere blau fluoreszierende Flecke bzw. Fluo¬

reszenzen, welche sich noch auf der Startlinie befinden (wasserlösliche Alkaloide),
oder Flecke mit grösseren Rf-Werten (Ergosinin, Alkaloide aus der Ergotoxin-
gruppe) dürfen nicht sichtbar sein.

8. Reaktion: Eihe Aufschüttelung von einigen mg Substanz in einigen Trop¬
fen Wasser darf blaues Lakmuspapier nur ganz schwach rötlich färben.

9. Chlorid: 1 ml S I muss den Anforderungen der Grenzreaktion a II ent¬

sprechen.

10. Kristallösungsmittel- und Feuchtigkeitsgehalt: 3,5 - 5 %, bestimmt mit

0,1 g durch Trocknen im Vakuum über Phosphorpentoxyd während 6 Stunden bei

ca. 95° und ca. 10 Torr.

11. Verbrennungsrückstand: Unwägbar, bestimmt mit der im Vakuum ge-

trockneten Substanz (0,1 g).

12. Gehalt: Ca. 0,1 g ungetrocknete Substanz (genau gewogen) werden in

einem Erlenmeyerkolben mit Glasstopfen von 100 ml Inhalt in 20 ml wasserfreiem

Eisessig gelöst. Nach Zusatz von 3 ml Essigsäureanhydrid und 3 Tropfen Kris¬

tallviolett RS wird mit 0,05 N-Perchlorsäure in Eisessig von Reinblau nach Grün-
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stichig-Blau titriert.

1 ml 0,05 N-Perchlorsäure entspricht 34,45 mg (C33H3505N5)2 *

C4H6°6* 2CH3OH

Aufbewahrung: Vor Licht geschützt in zugeschmolzenen Ampullen, die in

schwarzes Papier eingehüllt sein müssen, an einem kühlen Ort.

Herstellung von Injektionslösungen: Die Lösungen müssen mit frisch ausge-

kochtem und wieder erkaltetem Wasser hergestellt, mit Weinsäure auf einen pH-
Wert von ca. 3,5 eingestellt und unter Stickstoff abgefüllt werden.

Antimikrobielle Behandlung von Injektionslösungen: Autoklav, 110-120
.

Maximaldosen (Vorschlag):

Dosis maxima simplex 2 mg

Dosis maxima pro die 4 mg

Dosis maxima simplex ad iniectionem hypodermicam 0, 5 mg

Dosis maxima pro die ad iniectionem hypodermicam 2 mg

Venenum

Gebrauchsdosen (Vorschlag):

Dosis usitata simplex 0,5 - 1 mg

Dosis usitata pro die 1 - 3 mg
Dosis usitata simplex ad iniectionem hypodermicam 0,25-0, 5mg

Löslichkeit: 1 T. löst sich in ca. 500 T. Wasser. Diese Lösung wird all-

mählich trübe (Zersetzung infolge Hydrolyse). Soll die Lösung klar bleiben, so

muss Weinsäure zugesetzt werden. 1 T. löst sich in ca. 500 T. Aethanol 94 %.

Veränderlichkeit : Unter dem Einfluss von erhöhter Temperatur, Licht und

Luftsauerstoff verfärbt sich Ergotamintartrat.

Inkompatibilitäten : Alkalien und alkalisch reagierende Stoffe (Verseifung),
Säuren (Umlagerung, Zersetzung).

Phantasienamen: Gynergen^.
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3.3.7. Dihydroergotaminium methansulfonicum

9,10-Dihydroergotamin-methansulfonat

. CH3S03ö • V2 C2H5OH

C33H3705N5
•

CHgSOgH • 1/2 C^HgOH Mol.-Gew. 703

Die Substanz ist noch in keiner Monographiesammlung beschrieben und

auch in der Literatur finden sich keine Angaben analytischer Art.

Spezialpräparat

Dihydergot
®

(SANDOZ)

Darstellung

Nach Stoll und Hof mann (151) wird Dihydroergotamin-methansulfonat
wie folgt hergestellt:

Eine Lösung von Ergotamin-Azeton-Wasser-Kristallen

C33H35°5N5
' 2CH3COCH3 • 2 H20

in Dioxan wird bei 60 C und 35 Atm. Wasserstoffdruck unter Verwendung von

Palladium-Mohr als Katalysator hydriert. Das Hydrierungsprodukt, welches zum

grössten Teil aus dem Dioxan auskristallisiert, wird durch Zusatz von Chloro¬

form wieder gelöst, die Lösung vom Katalysator abfiltriert und im Vakuum zur

Trockne eingedampft. Der Rückstand wird in 90 %igem Azeton gelöst, woraus

H-N

O H
ch3 OHfl

c—n—f-c^py
X 0=c_n C=0
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die Dihydroergotaminbase in gerade abgeschnittenen, stark lichtbrechenden Pris¬

men, welche 2 Mol Azeton und 2 Mol Wasser als Kristallösungsmittel enthalten,
kristallisiert.

Zur Herstellung des Methansulfonates werden die Dihydroergotamin-Azeton-
Wasser-Kristalle in Wasser aufgeschwemmt und mit wässriger Methansulfonsäure

neutralisiert, wobei Lösung eintritt. Der Rückstand der im Vakuum eingedampf¬
ten Lösung kristallisiert beim Aufnehmen mit 95 %igem Alkohol in massiven

Prismen.

Eigenschaften der Dihydroderivate

Durch die Absättigung der Doppelbindung in 9,10-Stellung wird der Lyserg-
säurerest stabilisiert, weshalb bei den Dihydroderivaten der natürlichen links¬

drehenden Mutterkornalkaloide (bei den rechtsdrehenden Isomeren bewirken erst

stärkere Reduktionskatalysatoren die Wasserstoffaufnahme) keine Isomerisierung
mehr stattfinden kann. Die Dihydroderivate zeichnen sich daher im Gegensatz
zu ihren natürlichen Stammsubstanzen durch eine gesteigerte Stabilität gegen

Licht und oxydierende Einflüsse aus. Auch gegenüber Säuren und Alkalien sind

sie wesentlich beständiger als die genuinen Alkaloide.

Mögliche Verunreinigungen

Nicht vollständig hydriertes Ergotamin, sowie weitere Mutterkornalkaloide

bzw. deren Dihydroderivate, wenn als Ausgangsprodukt kein reines Ergotamin
vorlag; Dihydrolysergsäure, Palladium, Sulfat, Methansulfonsäure.

Sinnenprüfung

Alle vier Muster stellten rein weisse, kristalline Pulver dar und waren

geruchlos. Eine Geschmacksprobe haben wir in Anbetracht der starken Wirksam¬

keit der Substanz nicht durchgeführt. Wir kommen zu folgender Formulierung:

"Weisses, kristallines Pulver ohne wahrnehmbaren Geruch. "

Identitätsprüfungen

Stammlösung: Da Dihydroergotamin-methansulfonat in kaltem Wasser

schwer löslich ist, kann nur eine Stammlösung von sehr geringer Konzentration

hergestellt werden.

"25 mg müssen sich in 10 ml frisch ausgekochtem und wieder erkalte¬

tem Wasser unter kräftigem Schütteln binnen einiger Minuten völlig lö¬

sen.
"
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Mit dieser Lösung, welche sich nach längerem Stehen zu trüben beginnt

und deshalb möglichst rasch verwendet werden muss, haben wir die meisten

Identitäts- und Reinheitsprüfungen vorgenommen. Wir fordern, dass die Stamm¬

lösung innerhalb von 2 Stunden zu verbrauchen ist.

Nachweis der Dihydroergotaminbase:

Farbreaktionen: Die Keller'sehe sowie die Van Urk'sche Farbreaktion wird

auch von den Dihydroderivaten der genuinen Mutterkornalkaloide erhalten, die

Hydrierung in 9,10-Stellung beeinflusst somit den Ablauf der genannten Reaktio¬

nen nicht. Wir haben beide Farbreaktionen mit der Stammlösung in der bei Er¬

gotamintartrat beschriebenen Weise vorgenommen und führen den genauen Wort¬

laut der Ausführung im Artikel-Vorschlag für Dihydroergotamin-methansulfonat

an. Die charakteristischen Färbungen wurden von allen vier Handelsmustern er¬

halten.

Alkaloid-Fällungsreagenzien: Auch für die vorliegende Substanz konnten wir

in der Literatur keine Angaben über Derivate mit Alkaloid-Fällungsreagenzien

finden. Wir stellten Derivate nach folgenden Vorschriften her:

Herstellung des Tetraphenylborates:

"25 mg Dihydroergotamin-methansulfonat werden in der Mischung von

2 ml Azeton und 1 ml Wasser gelöst. Dann werden 2 ml Wasser und

tropfenweise 1 ml Kalignost RS zugefügt. Aus der trüben Lösung schei¬

den sich nach längerem Stehen farblose Kristalle ab. Diese werden ab-

genutscht, mit 20 ml Wasser gewaschen und im Schwefelsäure-Exsikka-

tor getrocknet. Die Kristalle färben sich bei ca. 175° schwarz und

schmelzen im Intervall von 215-220° (unkorr.) bzw. 221,1-226,4°
(korr.)."

Da dieses Derivat sehr schwer kristallisiert (Abscheiden von Kristallen

erst nach ca. 48 Stunden), und das Schmelzintervall infolge Zersetzung schlecht

erkennbar ist, kommt es zur Identifizierung der Substanz nicht in Frage.

Herstellung des Reineckates:

"25 mg Dihydroergotamin-methansulfonat werden in der Mischung von

2 ml Azeton und 1 ml Wasser gelöst und tropfenweise mit 5 ml Ammo-

niumreineckat RS versetzt. Die sofort entstandene Trübung setzt sich

nach einigem Stehen als kristalliner Niederschlag ab, welcher nach dem
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Abnutschen und Waschen mit 20 ml Wasser im Schwefelsäure-Exsikka-

tor getrocknet wird. Die rötlichen Kristalle färben sich bei ca. 160°

grau, bei ca. 210° schwarz, ohne dass auch bei weiterer Temperatur¬

steigerung ein Schmelzintervall festgestellt werden kann. "

Auch das Reineckat kann zur Identifizierung nicht herangezogen werden.

Herstellung des Pikrates:

"25 mg Dihydroergotamin-methansulfonat werden in der Mischung von

2 ml Azeton und 1 ml Wasser gelöst. Dann werden 2 ml Wasser und

tropfenweise 2 ml Pikrinsäure RS zugefügt. Die entstandene Trübung
wird durch leichtes Erwärmen wieder in Lösung gebracht. Nach dem

Abkühlen scheiden sich allmählich gelbe Kristalle ab, welche nach dem

Abnutschen und Waschen mit 20 ml Wasser während 24 Stunden im

Schwefelsäure-Exsikkator getrocknet werden. Der Schmelzbereich (un¬
ter Zersetzung) muss zwischen 184° und 187° (unkorr. ) bzw. 188,4°
und 191,5° (korr.) liegen."

Die gelben Kristalle verfärben sich etwa 4° vor dem Schmelzbereich und

schmelzen innerhalb von 3 unter Zurücklassen einer schwarzen Schmelze. Von

den hergestellten Derivaten weist einzig das Pikrat einen scharfen und trotz Zer¬

setzung gut erkennbaren Schmelzbereich auf, weshalb die Herstellung dieses Deri¬

vates zum weiteren Identitätsnachweis von Dihydroergotamin-methansulfonat in

Betracht gezogen werden kann.

Papierchromatographische Prüfung:

a) Bisherige Untersuchungen

Ueber die papierchromatographische Untersuchung der hydrierten Mutter-

kornalkaloide bestehen nur wenige Publikationen. Tu z son und Va stag h (141)
trennten mit der mobilen Phase Toluol-Petroläther-Methanol (25:25:10) den na-

tiven vom hydrierten Ergotoxinkomplex, wobei sich für Ergotoxin ein Rf von

0,57, für das hydrierte Produkt von 0,44 ergab. Die Auftrennung des hydrierten

Ergotoxins in seine Komponenten erreichten Stoll und Rüegger (131) an mit

Dimethylphtalat imprägnierten Papieren unter Verwendung der mobilen Phase

Formamid-Wasser (1:4) vom pH 4,0. Die Rf-Werte betragen für Dihydroergocor-
nin 0,57, Dihydroergokryptin 0,44 und Dihydroergokristin 0,31. Schumacher

(29) trennte Dihydroergotamin (Rf = 0,63) von Ergotamin (Rf = 0,54) und Ergo¬
taminin (Rf = 0, 43) mit der mobilen Phase Formamid 60 T., Puffer nach Kolt-

hoff pH 4,6 80 T., Toluol/Isobutanol gesättigtes Wasser 20 T., dest. Wasser

40 T. Nach Macek und Mitarbeiter (135) soll sich zur Bestimmung von Dihy¬

droergotamin am besten das Gemisch Benzol-Chloroform (6:4) eignen. Ein Ver¬

fahren zur Auftrennung der Diyhdroderivate mit Benzol-Chloroform (1:1) auf mit
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Formamid imprägnierten Papieren wird von Rochelmeyer und Mitarbeitern

(152) beschrieben. Die Autoren geben Rf-Werte der wichtigsten Dihydroderivate
an und führen vergleichsweise diejenigen von Ergokristin und Ergotamin auf,
diese betragen für Dihydroergotamin 0,17, Dihydroergocornin 0,43, Dihydroergo-
kristin 0, 51, Dihydroergokryptin 0, 56, Ergotamin 0,69, Ergokristin 0,96.

b) Eigene Untersuchungen

Wir entschlossen uns zur Ueberprüfung des Verfahrens von Rochelmeyer

und Mitarbeitern (152), da sich dieses bezüglich des Trennvermögens als Identi-

täts- und Reinheitsprüfung für Dihydroergotamin-methansulfonat zu eignen schien,

und arbeiteten unter folgenden Versuchsbedingungen:

"Apparatur: Zur Verwendung gelangte das von der Ph. Helv. V, Suppl.
HI, beschriebene Gefäss zur absteigenden Papierchromatographie, wel¬

ches vor Gebrauch mindestens 14 Stunden mit der mobilen Phase ge¬

sättigt wurde. Obwohl die Dihydroderivate sich im Gegensatz zu ihren

natürlichen Stammsubstanzen durch eine auffallend gesteigerte Stabili¬

tät gegen Licht auszeichnen, wurde das Chromatographiergefäss wie

bei den letzteren mit schwarzem Papier umkleidet.

Vorbereiten der Papiere: Die Imprägnierung erfolgte mit einer Misch-

ung von 40 Vol. T. Formamid und 60 Vol. T. Aethanol 94 % in der bei

Ergotaminium tartaricum (s.S. 197) angegebenen Weise.

Auftragen der Substanzen: Die 0,1 %ig in einem Gemisch gleicher
Vol. T. Methylalkohol und- Methylenchlorid gelösten Alkaloide bzw. Alka-

loidsalze wurden bei kleinen Mengen (bis ca. 20 ug) punktförmig, bei

grossen Mengen (50 ug - 200 ug) streifenförmig aufgetragen. Die Lö¬

sungen wurden unmittelbar vor Gebrauch hergestellt.

Entwickeln der Papiere: Die mit den Substanzen beschickten Papiere
wurden ohne Vorhängezeit mit der mobilen Phase nach dem absteigen¬
den Verfahren entwickelt. In ca. 4 Stunden wandert die Lösungsmittel¬
front 30 - 35 cm.

Sichtbarmachen der Alkaloide: Die Sichtbarmachung erfolgte mit Ehr-

lichs-Reagens, weil sich die Dihydroderivate im Gegensatz zu den na-

tiven Alkaloiden durch Fehlen der blauen Fluoreszenzen im UV-Licht

auszeichnen. Die Chromatogramme wurden im Trockenschrank bei 80°

getrocknet und anschliessend mit Ehrlichs-Reagens besprüht, womit

die Dihydroalkaloide wie auch die nativen Alkaloide violette Färbungen
aufweisen. Nach Rochelmeyer und Mitarbeitern (152) können jedoch
auch die Dihydroderivate im UV-Licht erkannt werden, indem sich

diese nach längerer Bestrahlung im UV-Licht in gelb-grün fluoreszie¬

rende Substanzen umwandeln, wobei die Belichtungszeiten je nach der

Intensität der verwendeten Quecksilberhochdrucklampe schwanken. "

Bei den Untersuchungen gingen wir so vor, dass wir sämtliche hydrierten

Mutterkornalkaloide bzw. Mischungen derselben im System Benzol-Chloroform

(1:1) chromatographierten und die erreichte Verteilung feststellten (Abb. 21).
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Rf -Wert

11 Dihydroergotamin 0,15

2 Dihydroergosin 0,19

13 Dihydroergocornin 0,43

|4 Dihydroergokryptin 0,61

5 Dihydroergoknstin 0,50

16 Gemisch 1-5

+ Dihydroergobasm
+ Dihydrolysergsdure

Abb. 21 Chromatogramm der hydrierten Mutterkomalkaloide im System Benzol-

Chloroform ( 1:1 )

Beim Chromatographieren eines Gemisches sämtlicher Dihydroderivate

werden vier Zonen sichtbar. Am Startpunkt verbleiben Dihydroergobasin und

Dihydrolysergsäure, dann folgen Dihydroergotamin und Dihydroergosin, deren

Auftrennung auch bei mengenmässig gleichen Substanzgemischen nicht gelingt.

In die nächste Zone entfallen Dihydroergocornin und Dihydroergokristin, welche

ebenfalls nicht vollständig getrennt erscheinen. Der folgende Bereich besteht

aus Dihydroergokryptin. Verteilung und Rf-Werte der nativen Mutterkomalkaloide

im erwähnten System waren bereits vorher von uns ermittelt worden und sind

aug Fig. 14 bzw. Tabelle 7 zu entnehmen. Für die Dihydroderivate ergaben sich

die folgenden Rf-Werte, welche Mittelwerte aus 10 Bestimmungen darstellen und

eine Streuung von 0,04 Rf-Einheiten aufweisen:

Alkaloid Rf-Wert

Dihydrolysergsäure 0,00

Dihydroergobasin 0,00

Dihydroergotamin 0,17

Dihydroergosin 0,21

Dihydroergocornin 0,43

Dihydroergokristin 0,52

Dihydroergokryptin 0,60
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Durch die Tatsache, dass sich Dihydroergotamin und Dihydroergosin nur

um 0,04 Rf-Einheiten unterscheiden, ist die papierchromatographische Prüfung

als Identitätsreaktion nicht eindeutig und daher nur als Ergänzung der anderen

Reaktionen zu betrachten. Im Hinblick auf die Reinheitsprüfung von Dihydroergo¬

tamin ist bezüglich des Trennvermögens zu bemerken, dass genanntes Alkaloid

mit Ausnahme von Dihydroergosin von den übrigen Dihydroderivaten sowie von

den nativen Mutterkornalkaloiden abgetrennt werden kann. Wie wir feststellten,

lassen sich auch bei den Dihydroderivaten 100 ug, streifenförmig auf die Start¬

linie aufgetragen, bezüglich der Fleckengrösse und -Form ohne Nachteile chroma-

tographieren. Bei einer Empfindlichkeit des Nachweises von 1 ug (29) kann so¬

mit 1 % eines Fremdalkaloides nachgewiesen werden.

Das beschriebene Verfahren wird für Dihydroergotamin-methansulfonat als

Reinheitsprüfung zur Aufnahme in die Pharmakopoe empfohlen, weil damit Verun¬

reinigungen sämtlicher nativer Mutterkornalkaloide sowie der meisten Dihydro-

derivate erkannt werden können (s. Seite 247).

Nachweis des Säurenanteiles: Das durch Behandeln der Substanz mit wasser¬

freiem Natriumkarbonat aus der Methansulfonsäure entstandene Sulfat wird nach

Ph.Helv.V nachgewiesen. Wir schlagen die Ausführung der Prüfung wie folgt vor:

"Eine Verreibung von 20 mg Substanz und 0,3 g wasserfreiem Natrium¬

karbonat werden in einem kleinen Porzellantiegel während ca. 20 Mi¬

nuten erhitzt und nach dem Erkalten mit 10 ml Wasser gekocht. Das

nach dem Abkühlen erhaltene Filtrat gibt die Identitätsreaktion auf Sul¬

fat. "

Alle auf die beschriebene Weise geprüften Muster entsprachen dieser For¬

derung.

Reinheitsprüfungen

a) Physikalische und physikalisch-chemische Prüfungen

Schmelztemperatur: In der Literatur finden sich für Dihydroergotamin-

methansulfonat folgende Schmelzintervalle:

Merck Index 7th Ed. (153) 230 - 235°

Stoll und Hofmann (151) 230 - 235° (korr.) unter Zer-

seztung
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Wie wir feststellten, beginnt sich die Substanz ca. 12 vor der Schmelz¬

temperatur grau zu verfärben, dann erfolgt allmähliche Schwarzfärbung und Zu-

sammenfliessen unter Bildung einer schwarzen Schmelze. Das Schmelzintervall

ist von der Art des Aufheizens abhängig. Bei Einbringen der Substanzmuster in

das auf ca. 200 (korr. ) vorgewärmte Heizbad und Steigerung der Temperatur

um 4 pro Minute konnten reproduzierbare Werte erhalten werden, welche aller¬

dings etwas tiefer liegen als diejenigen der Literatur.

Unsere Substanzmuster zeigten folgende Schmelztemperaturen:

Handelsmuster Schmelztemperatur

unkorr. Wert korr. Wert

I 222,5 - 223,5° 229,0 - 230,1°
II 220,0 - 221,0° 226,4 - 227,4°
m 219,3 - 220,5° 225,6 - 226,9°
IV 197,0 - 198,0° 202,0 - 203,0°

Die Schmelztemperaturen von Muster I - IH liegen im Intervall von 219,3-

223,5° (unkorr.) bzw. 225,6 - 230,1° (korr.). Muster IV weist einen zu hohen

Kristallösungsmittel-Gehalt auf, worauf wohl die abnorm tiefe Schmelztempera¬

tur zurückzuführen ist. Muster H und m entsprechen allen anderen Forderungen,

obwohl sie tiefer schmelzen als Muster I. Als Forderung für die Pharmakopoe

möchten wir ein Schmelzintervall von 219,0 - 224,0° (unkorr.) bzw. 225,5 -

230,5° (korr.) vorschlagen.

Löslichkeit, Prüfung auf unlösliche und färbende Verunreinigungen: Bei der

Herstellung der Stammlösung wird auf wasserunlösliche und färbende Verunrei¬

nigungen geprüft. Da sich alle Muster klar und farblos völlig lösen, wird die

Forderung entsprechend formuliert.

Reaktion der Stammlösung: Wir ermittelten mit den Stammlösungen unserer

Muster folgende pH-Werte:

Handelsmuster pH-Wert pH-Wert

potentiometrisch Farbtabelle (Methylrot)

I 4,98 5,0

H 5,10 5,2
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Handelsmuster pH-Wert pH-Wert

potentiometrisen Farbtabelle (Methylrot)

m 5,13 5,2

IV 5,15 5,2

In Anlehnung an die erhaltenen Werte können wir fordern, dass der pH-

Wert der Stammlösung zwischen 4,8 und 5,6 liegen muss.

Spezifische Drehung: Aus der Literatur ist uns nur die spezifische Drehung

der Dihydroergotaminbase bekannt. Stoll und Hofmann (151) sowie Merck In¬

dex 7 Ed. (153) geben für die Base folgenden Wert an:

I 20
M d

= "64° ( c = °»5 in Pyridin )

Wir führten die Bestimmung mit dem Methansulfonat aus, welches wie die

Base in Pyridin gut löslich ist. In einer 0,5 %igen Lösung vorgenommen, ermit¬

telten wir mit unseren Substanzmustern folgende Werte:

Handelsmuster Spezifische Drehung

m?

I -43,82

n -40,46

m -40,60

IV -42,25

Auf Grund unserer Resultate glauben wir die Grenzwerte der spezifischen

Drehung mit -40 und -45 festlegen zu können.

Spektrophotometrie: Ausser der Veröffentlichung von Stoll und Schlientz

(148), welche das UV-Spektrum von Dihydroergotamin in Alkohol bestimmten,

konnten wir der Literatur keine Angaben entnehmen. Die Autoren stellten 3 Ma¬

xima fest, die bei 220 mu, bei 282 mu und bei 291 mu liegen und geben für den

molaren Extinktionskoeffizienten Z folgende Werte an:
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6 bei 220 mu = 3,47 • 104

£ bei 282 mu =7,08 • lo3
£ bei 291 mu = 6,03 • 103

Analog zu Ergotamintartrat haben wir die Messungen in 1 %iger Weinsau-

relosung ausgeführt und mit Muster I (im Hochvakuum getrocknet) die Absorp¬

tionskurve im Bereich von 235 - 300 mu aufgenommen (Abb. 22). Diese zeigt

ein Minimum bei 243 - 244 mu und ein Maximum bei 279 mu. Bei 288 mu durf¬

te eine undeutlich ausgeprägte Schulter liegen. Eine andere, mit Dihydroergota-

mintartrat aufgenommene Kurve ergab den gleichen Verlauf, die leichte Defor¬

mation der Kurve im Bereich von 270 - 290 mu kann daher nicht durch die

Methansulfonatkomponente bedingt sein.

0,500

0/00

m

x

r-h

3

r-t-

ö 0,300

0,200

0,100
240 260 280 300 m/u

Wellenlänge

Abb. 22 UV-Spektrum von Dihydroergotamin-methansulfonat in 1 %iger Weinsaure

\
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Für den molaren Extinktionskoeffizienten £ ermittelten wir bei 279 mu

3
mit Muster I den Durchschnittswert von 6,55 • lu und haben mit dem gleichen

Muster die Extinktion verschiedener Konzentrationen bestimmt und graphisch dar¬

gestellt (Abb. 23).

(1800

0,600

5 0,400

0,200

0 1 2 3 4 5 6 7 mg %

Abb. 23 Extinktionswerte verschiedener Konzentrationen beim Maximum 279 mu

1%
Für die spezifische Extinktion E« (bezogen auf die Kristallösungsmittel-

haltige Substanz) ergaben sich bei 279 mu folgende Werte:

Handelsmuster
lern

bei 279 mu

I 93,8

n 92,6

m 93,0

IV 91,0

Ausser bei Muster IV, welches infolge des zu hohen Kristallösungsmittel-

Gehaltes nicht massgebend ist, stimmen die Resultate gut überein. Wir empfeh¬

len, die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten als weitere Identitäts- und Rein-

1%
heitsprüfung in die Pharmakopoe aufzunehmen, und fordern, dass E^ ,

bestimmt
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bei 279 mu mit einer 0,005 %igen Lösung der Substanz in 1 %iger Weinsäure,

zwischen 92 und 95 liegen soll.

b) Chemische Reinheitsprüfungen

Als Verunreinigungen kommen in erster Linie die eingangs erwähnten Mut-

terkornalkaloide in Betracht, welche mit der papierchromatographischen Reinheits

prüfung erfasst werden. Ferner kann aus der Säurekomponente gebildetes Sulfat

anwesend sein.

Wir prüften unsere Muster auf Chlorid und Sulfat und beobachteten die mit

konzentrierter Schwefelsäure und konzentrierter Salpetersäure entstehenden Fär¬

bungen.

Abwesenheit von Chlorid und Sulfat: Die Prüfungen wurden nach den Vor¬

schlägen zur Ph. Helv. VI mit je 1 ml Stammlösung vorgenommen. Sämtliche Mus¬

ter ergaben negative Reaktion, d.h. sie zeigten keine stärkere Opaleszenz als

Grenzreaktion a n.

Prüfung auf konzentrierte Schwefelsäure färbende Verunreinigungen: 10 mg

Dihydroergotamin-methansulfonat lösen sich in 2 ml konzentrierter Schwefelsäure

RS mit gelber Farbe, die jedoch zu intensiv ist, um mit den Farbvergleichslö-

sungen verglichen zu werden. Beim Erwärmen im siedenden Wasserbad färbt

sich die Lösung über Bräunlich-Olivgrün nach Rötlich und hat nach 5 Minuten

eine rosarote, nach weiteren 5 Minuten eine beständige rotviolette Färbung an¬

genommen. Es konnte ein deutlicher Unterschied zu Ergotamintartrat festgestellt

werden, welches in gleicher Konzentration beim Erwärmen im Wasserbad nach

10 Minuten eine dunkelbraune Färbung zeigt.

Farbreaktion mit konzentrierter Salpetersäure: 10 mg Dihydroergotamin-

methansulfonat lösen sich in 1 ml konzentrierter Salpetersäure RS mit gelber

Farbe, welche ebenfalls nicht mit den Farbvergleichslösungen verglichen werden

kann.
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Die Trocknung im Hochvakuum, welche aber für die Pharmakopoe nicht

vorgeschrieben werden kann, liefert die genauesten Resultate, sie liegen ausser

bei Muster DI etwas unterhalb dem theoretischen Wert. Wie ersichtlich ist, lässt

sich das Kristallösungsmittel mit den anderen beiden Methoden jedoch hinreichend

entfernen, weshalb wir die 2. Methode vorschlagen möchten. Die Forderung, dass

der Aethanol-Gehalt zwischen 2,6 und 3,6 % liegen soll, scheint uns ohne wei¬

teres erfüllbar zu sein.

Wie wir feststellten, ist die getrocknete Substanz hygroskopisch. Dieses

Verhalten fiel uns im Besonderen beim Abwägen auf und gab uns Anlass, zu er¬

mitteln, wie gross die Feuchtigkeitszunahme ist und wie rasch diese vor sich

geht. Die Untersuchung führten wir mit 2 Proben von Muster HI durch, welche

wir im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz trockneten und die Gewichtszu¬

nahme nachher auf dieses Gewicht bezogen. Die Proben wurden sodann einer

relativen Luftfeuchtigkeit von 60 % ausgesetzt, d.h. in einem mit 38 %iger

Schwefelsäure beschicktem Exsikkator aufbewahrt, in welchen gleichzeitig 2 Kris-

tall-Aethanol enthaltende Proben des gleichen Substanzmusters gebracht wurden
.

Die Wägungen erfolgten nach 30', 60', 2 h, 3h
,

18 h und 4 Tagen. Bereits

nach 30' wiesen die getrockneten Proben eine mittlere Gewichtszunahme von

3,08 % auf, welcher Wert nach 18 h noch konstant war und sich erst nach 4 Ta¬

gen auf 3,61 % erhöht hatte.Die Kristall-Aethanol enthaltenden Proben zeigten

nach 30' eine mittlere Zunahme von 0,34 %, nach 18 h von 0,68 % und nach

4 Tagen von 1,37 %.

Wie die Untersuchung ergeben hat, ist die vom Kristallösungsmittel befreite

Substanz sehr hygroskopisch, weshalb auch aus diesem Grunde die wesentlich

stabilere Formel mit 1/2 Mol Aethanol vorzuziehen ist.

b) Gehaltsbestimmungen

Auch für die Gehaltsbestimmung von Dihydroergotamin-methansulfonat fanden

sich keine Angaben in der Literatur. Analog zu Ergotamintartrat haben wir die

mit Van Urks-Reagens erhaltene Blaufärbung kolorimetrisch ausgewertet. Ferner

bestimmten wir den Stickstoff-Gehalt nach Kjeldahl und die Säurekomponente durch

azidimetrische Titration. Da Dihydroergotamin als Methansulfonat vorliegt, ist

die Titration in wasserfreiem Milieu mit Perchlorsäure nicht anwendbar, kann
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aber nach unseren Feststellungen im Falle des Tartrates mit Vorteil erfolgen.

1. Kolorimetrische Bestimmung: Die intensive Blaufärbung mit Van Urks-

Reagens wird auch von den Derivaten der Dihydrolysergsäure erhalten. Da uns

nicht bekannt war, bei welcher Wellenlänge die maximale Absorption das mit

den Dihydroderivaten gebildeten blauen Farbstoffes liegt, haben wir mittels einer

Absorptionskurve die für die Messung günstigste Wellenlänge ermittelt. Die Kur¬

ve, mit einer im Hochvakuum getrockneten Probe von Muster I aufgenommen,

zeigt im Bereich von 500 - 645 mu ein Maximum, welches bei 585 mu liegt.

(Abb. 24). Eine Eichkurve, die wir mit dem gleichen Muster aufgenommen ha¬

ben, ist aus Abb. 25 ersichtlich. Für den molaren Extinktionskoeffizienten er-

3
mittelten wir bei 585 mu mit Muster I den Wert von 6,552 • 10

.

0,500 A 1
, 1 1

0,440-
m

x

«f

«-»

O

0,380

Q320

0,260--
500 540 580 620 660n\u

Wellenlänge

Abb. 24 Absorptionskurve des mit Dihydroergotamin-methansulfonat gebildeten
blauen Farbstoffes
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Abb. 25 Eichgerade zur kolorimetrischen Bestimmung von Dihydroergotamin-
methansulfonat

Im Gegensatz zur Bestimmung von Ergotamintartrat stand uns kein Stan-

dard-Dihydrolysergsäurederivat zur Verfügung.

Wir legten der Untersuchung folgende Vorschrift zugrunde:

"Ca. 10 mg Dihydroergotamin-methansulfonat, ungetrocknet, (genau
gewogen) werden in einem Messkolben von 200 ml Inhalt in ca. 100 ml

1 %iger Weinsäure durch leichtes Erwärmen gelöst, und die Lösung
nach dem Abkühlen mit 1 %iger Weinsäure bis zur Marke aufgefüllt.

2,00 ml dieser Lösung werden in einem Reagensglas mit Glasstopfen
mit 4,00 ml frisch bereitetem Dimethylaminobenzaldehyd RS versetzt,
gut durchgemischt und die Mischung 1 Stunde lang im Tageslicht ste¬

hen gelassen. Die entstandene blaue Farbe wird in einem geeigneten

Spektrophotometer bei einer Wellenlänge von 585 mu und einer Schicht¬

dicke von 1 cm gemessen, wobei man als Vergleichslösung eine auf

gleiche Weise belichtete Mischung von 2,00 ml 1 %iger Weinsäure und

4,00 ml frisch bereitetem Dimethylaminobenzaldehyd RS verwendet".

1% v

Die für den Extinktionskoeffizienten E.. bei 585 mu erhaltenen Resultate

sind die folgenden:
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Handelsmuster Extinktion bei !585 mu
E1%
lCK

bei 585 mu

0,468
0,464
0,466

0,466 93,2

0,460
0,464
0,465

0,463 92,6

0,460
0,462
0,456

0,459 91,8

0,454
0,449

(Mittelwert)

n

(Mittelwert)

m

(Mittelwert)

IV

(Mittelwert) 0,451 90,2

Wie aus der Zusammenstellung ersichtlich ist, lieferte die kolorimetrische

Methode recht übereinstimmende Werte. Da damit der therapeutisch wichtige

Basenanteil erfasst wird, schlagen wir dieses Verfahren zur Gehaltsbestimmung
1%

für die Pharmakopoe vor und fordern, dass E.
°

bei 585 mu zwischen 90, 4

und 95,0 liegen muss, entsprechend einem Gehalt von 97,0 - 102,0 %

C33H37°5N5 • CH3S°3H
' 1/2 C2H5OH-

Das Intervall wurde absichtlich etwas weiter gefasst, als es unseren Werten

entspricht, da ohne Bezugssubstanz gearbeitet wird und im allgemeinen nicht im¬

mer Spektrophotometer von dieser Genauigkeit zur Verfügung stehen.

2. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: Diese Bestimmungsmethode haben

wir nach der im allgemeinen Teil aufgeführten Vorschrift mit ca. 0,1 g unge-

trockneter Substanz (genau gewogen) vorgenommen. Bei der Veraschung wurde

nach dem Klar- und Farblos-Werden des Reaktionsgemisches (Zeitdauer ca. 1

Stunde) noch eine weitere Stunde zum Sieden erhitzt.

Unsere Muster zeigten folgende Resultate:
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Handelsmuster Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl

I 99,27 % 99,02 %

H 98,95 % 98,66 %

m 98,32 % 98,10 %

IV 96,15 % 96,45 %

Die Kjeldahl-Methode eignet sich sehr gut zur Gehaltbestimmung von Dihydro-

ergotamin-methansulfonat. Da aber event, vorhandene Stickstoff-haltige Verfäl¬

schungen einen normalen Gehalt vortäuschen könnten - denn in Anbetracht des

hohen Preises der Substanz ist es nicht ausgeschlossen, dass sich auch einmal

verfälschte Produkte im Handel befinden - ziehen wir die auf Dihydrolysergsäu-

rederivate spezifische kolorimetrische Bestimmungsart vor. Letztere ist ausser¬

dem rascher durchführbar und erfordert weniger Substanz. Ein Nachteil besteht

allerdings darin, dass den kolorimetrischen Methoden eine gewisse Fehlerbreite

anhaftet.

3. Azidimetrische Bestimmung des Säureanteiles: Für diese Bestimmung

lösten wir ca. 50 mg ungetrocknete Substanz in 20 ml frisch ausgekochtem und

wieder erkaltetem Wasser und titrierten unter Verwendung von 1 Tropfen Phenol¬

phthalein RS als Indikator mit 0,05 N-Natronlauge bis zur Rosafärbung.

1 ml 0,05 N-Natronlauge entspricht 35,15 mg CggH^OgNg- CHgSOgH. l/2C2H5OH

Im Verlauf der Titration kristallisiert die Base aus, wodurch das Erkennen des

Umschlagspunktes etwas erschwert wird.

Es ergaben sich folgende Resultate:

Handelsmuster Azidimetrische Bestimmung

I 100,07 % 100,42 %

H 101,31 %

m 101,50 % 101,34 %

rV 99,45 %

Wie die erhaltenen Werte zeigen, enthält auch Dihydroergotamin-methansul-

fonat nicht die stöchiometrisch genaue Menge Methansulfonsäure
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Bemerkungen bezüglich der Aufbewahrung

Nach unseren Erfahrungen müssen bezüglich der Aufbewahrung keine beson¬

deren Massnahmen getroffen werden. Es genügt, wenn Dihydroergotamin-methan-

sulfonat in gut verschlossenen Behältern vor Licht geschützt aufbewahrt wird.

In Anbetracht, dass die Substanz nur in sehr kleinen Mengen gelagert wird,

schreiben wir analog zu Ergotamintartrat jedoch Aufbewahrung in zugeschmolze¬

nen und in schwarzes Papier eingehüllten Ampullen vor.

Sterilisation von Lösungen

Eine Sterilisationsvorschrift ist uns aus der Literatur nicht bekannt gewor¬

den, daher schlagen wir für Lösungen Keimfiltration vor.

Vorschlag für Gebrauchsdosen

Wir übernehmen die Angaben aus dem Prospekt des Handelspräparates

Dihydergot ^.
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Untersuchung von Handelsmustern

Sinnenprüfung

Farbe

Geruch

II m

rein weiss rein weiss rein weiss

IV

rein weiss

Identitätspriifung

Farbreaktion nach Keller,
modifiziert

Farbreaktion nach Van Urk

Pikrat-Schmelzpunkt (korr. )

Papierchromatographische
Prüfung

Methansulfonsäure

189,2-191,3 188,9-191,0° 188,7-190,9°

Reinheitsprüfungen

Schmelztemperatur (korr.)

Eigenschaften der Stamm¬

lösung

Reaktion der Stammlösung

229,0-230,0° 226,4-227,4° 225,6-226,9° 202,0-203,0°

klar u. farblos klar u. farblos klar u. farblos klar u. farblos

potentiometrisch
Farbtabelle

4,98
5,0

5,10
5,2

5,13
5,2

5,15
5,2

Spezifische Drehung -43,82° -40,46° -40,60° -42,25°

Papierchromatographische
Prüfung

- - - -

UV-Absorption

E^ bei 279 mu
1cm r

93,8 92,6 93,0 91,0

Papierchromatographische
Prüfung

- - - -

Chlorid - - - -

Sulfat - - - -

Quantitative Bestimmungen

Kristallösungsmittel-Gehalt 2,80 % 3,24 % 2,95 % 5,54 %

Gehalt

Kolorimetrische Methode 100,0 % 99,36 % 98,50 % 96,78 %

Stickstoff nach Kjeldahl 99,15 % 98,81 % 98,21 % 96,30 %

Azidimetrische Titration 100,25 % 101,31 % 101,42 % 99,45 %
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Dihydroergotaminium methansulfonicum

Dihydroergotamin-methansulfonat Methansulfonate de dihydroergotamine

Methansolfonato di dihydroergotamina

H—N

O H
I

-N-

N-CH,

CH3 OHI |

0=C-NyC=0_
CH

2~\ U
^e

•

CHgSO^
• 1/2 C2H5'OH

C33H37°5N5
• CH3S03H

* ^ C^OH Mol. -Gew. 703

Methansulfonat des im Lysergsäureteil in 9,10-Stellung hydrierten Mutter-

kornalkaloides Ergotamin, mit einem Gehalt von mindestens 97,0(97,0-102,0)
% C33H37°5N5 ' CH3S°3H

' 1/2 C2H5OH-

Prüfung

Stammlösung S: 25 mg müssen sich in 10 ml frisch ausgekochtem und wie¬

der erkaltetem Wasser unter kräftigem Schütteln binnen einiger Minuten völlig
lösen. Diese Lösung muss klar und farblos sein und dient als S für die inner¬

halb von 2 Stunden durchzuführenden Prüfungen 2 a, b, 8, 9 und 10.

1. Sinnenprüfung: Weisses, kristallines Pulver ohne wahrnehmbaren Ge¬

ruch.

2. Nachweis der Dihydroergotaminbase:
a) Werden 3 Tropfen S mit 1 ml konzentrierter Essigsäure RS, 1 Tropfen

Ferrichlorid RS und 1 ml konzentrierter Phosphorsäure RS vermischt, und die
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Mischung in ein Wasserbad von ca. 80 gebracht, so entsteht binnen einiger
Minuten eine violette Färbung.

b) Werden 5 Tropfen S mit 1 ml Wasser und 1 ml Dimethylaminobenzalde-

hyd RS vermischt, so tritt eine dunkelkornblumenblaue Färbung auf.

c) 25 mg werden in der Mischung von 2 ml Azeton und 1 ml Wasser gelöst.
Dann werden 2 ml Wasser und tropfenweise 2 ml Pikrinsäure RS zugefügt. Die

entstandene Trübung wird durch leichtes Erwärmen wieder in Lösung gebracht.
Nach dem Abkühlen scheiden sich allmählich gelbe Kristalle ab, welche nach dem

Abnutschen und Waschen mit 20 ml Wasser während 24 Stunden im Schwefelsäure -

Exsikkator getrocknet werden. Der Schmelzbereich (unter Zersetzung) muss zwi¬

schen 188,5 und 191,5 (korr.) liegen.

3. Nachweis der Methansulfonsäure: Eine Verreibung von 20 mg Substanz

und 0,3 g wasserfreiem Natriumkarbonat werden in einem kleinen Porzellantiegel
während ca. 20 Minuten erhitzt und nach dem Erkalten mit 10 ml Wasser gekocht.
Das nach dem Abkühlen erhaltene Filtrat gibt die Identitätsreaktion auf Sulfat.

4. Schmelztemperatur: 225,5 - 230,5 (korr. ) unter Zersetzung, in auf ca.

200 vorgeheiztem Bad unter raschem Aufheizen um 4° pro Minute.

5. Spezifische Drehung: -40 bis -45
,
bestimmt mit einer 0,5 %igen Lö¬

sung in Pyridin im 2 dm-Rohr.

1%
6. Extinktionskoeffizient: Ei^ bei 279 mu = 92 bis 95, bestimmt mit ei¬

ner 0,005 %igen Lösung der Substanz in 1 %iger Weinsäure.

7. Papierchromatographische Prüfung: Chromatographierpapier Whatman 1

wird in Streifen von 10 cm Breite und 50 cm Länge geschnitten, so dass die

Längsseite quer zur Faserrichtung verläuft. Auf der Startlinie markiert man 2

Startpunkte, a und b, deren Abstand voneinander 3 cm betragen soll. Hierauf

wird der Papierstreifen während 10 Minuten in einem dicht verschlossenen Gefäss

in eine Mischung von 40 Vol. T. Formamid und 60 Vol. T. Aethanol 94 % voll¬

ständig eingetaucht und alsdann, zur Entfernung des überschüssigen Imprägnie¬

rungsmittels, zwischen Filtrierpapier leicht ausgepresst und dann während 15

Minuten bei gewöhnlicher Temperatur zum Trocknen aufgehängt.
Das zur absteigenden Papierchromatographie bestimmte, aussen mit schwar¬

zem Papier umkleidete Glasgefäss wird mit einer Kristallisierschale beschickt,
welche eine Mischung von je 50 ml Chloroform und Benzol enthalten soll. Die

Glaswanne wird mit einer Glasplatte dicht verschlossen und während mindestens

14 Stunden klimatisiert. Auf das so vorbehandelte Papier trägt man folgende
frisch bereitete Lösung auf:

"0,1 ml einer 0,1 %igen Lösung von Dihydroergotamin-methansulfonat in

einer Mischung gleicher Vol. T. Methylalkohol und Methylenchlorid, strei¬

fenförmig, möglichst gleichmässig zwischen den Punkten a und b."

In die Chromatographierküvette werden 100 ml einer Mischung gleicher Vol. T.

Chloroform und Benzol gebracht und das Papier in die Küvette eingesetzt. Die

Laufzeit beträgt ca. 3-4 Stunden.

Wenn die Lösungsmittelfront ca. 35 cm von der Startlinie entfernt ist, nimmt

man das Chromatogramm sorgfältig heraus, markiert die Frontlinie mit Bleistift
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und trocknet es im Trockenschrank bei ca. 80
,

bis keine Dämpfe mehr entwei¬

chen. Der getrocknete Papierstreifen wird sodann mittels eines Zerstäubers mit

ca. 4 ml Ehrlichs-Reagens gleichmässig besprüht und anschliessend während ca.

5 Minuten im Trockenschrank auf 80° erhitzt. Dann wird sofort der sichtbare

blauviolett gefärbte Fleck umfahren.

Das Chromatogramm darf nur den einen, für Dihydroergotamin charakteris¬

tischen Fleck vom Rf-Wert ca. 0,13 - 0 ,21 aufweisen. Weitere blauviolett ge¬
färbte Flecke mit kleineren oder grösseren Rf-Werten dürfen nicht vorhanden

sein.

8. Reaktion: pH von S = 4,8 - 5,6.

9. Chlorid: 1 ml S muss den Anforderungen der Grenzreaktion a II ent¬

sprechen.

10. Sulfat: 1 ml S muss den Anforderungen der Grenzreaktion a II entspre¬
chen.

11. Kristallösungsmittel-Gehalt: 2,6 - 3,6 %, bestimmt mit 0,1 g durch

Trocknen während 6 Stunden bei 95° im Vakuum über Phosphorpentoxyd.

12. Gehalt: Ca. 10 mg ungetrocknete Substanz (genau gewogen) werden in

einem Messkolben von 200 ml Inhalt in ca. 100 ml 1 %iger Weinsäure durch

leichtes Erwärmen gelöst und die Lösung nach dem Abkühlen mit 1 %iger Wein¬
säure bis zur Marke aufgefüllt. 2,00 ml dieser Lösung werden in einem Reagens¬

glas mit Glasstopfen mit 4,00 ml frisch bereitetem Dimethylaminobenzaldehyd RS

versetzt, gut durchgemischt und die Mischung 1 Stunde lang im Tageslicht stehen

gelassen. Die entstandene blaue Farbe wird in einem geeigneten Spektrophotome-
ter bei einer Wellenlänge von 585 mu und einer Schichtdicke von 1 cm gemessen,
wobei man als Vergleichslösung eine auf gleiche Weise belichtete Mischung von

2,00 ml 1 %iger Weinsäure und 4,00 ml frisch bereitetem Dimethylaminobenzal¬
dehyd RS verwendet.

Entsprechend einem Gehalt von 97,0 - 102,0 % ,m

C,„H„l701.NK • CH-SO.H • 1/2 CJH..OH muss E,
*

zwischen 90,4 und
3o oi D D od A o lern

95,0 liegen.

(Bei der Berechnung ist die Konzentration der Lösung vor Zusatz des Reagens'
einzusetzen).

Aufbewahrung: Vor Licht geschützt in zugeschmolzenen Ampullen, die in

schwarzes Papier eingehüllt sein müssen, an einem kühlen Ort.

Antimikrobielle Behandlung von Lösungen: Keimfiltration.

Maximaldosen: (Vorschlag)

Dosis maxima simplex 4 mg

Dosis maxima pro die 8 mg

Venenum
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Gebrauchsdosen (Vorschlag):

Dosis usitata simplex 1-2 mg

Dosis usitata pro die 3-6 mg

Dosis usitata simplex

s. c. aut i. m. 0, 5 - 1 mg

Löslichkeit: In kaltem Wasser schwer, in heissem massig löslich.

Inkompatibilitäten: Alkalien und alkalisch reagierende Stoffe.

Phantasiename: Dihydergot .



- 250 -

4. ZUSAMMENFASSUNG

Es wurden Prüfungsvorschriften für folgende Alkaloidbasen bzw. Alkaloid-

salze ausgearbeitet:

Atropinum basicum

Dihydroergotaminium methansulfonicum

Ephedrinum basicum

Ergotaminium tartaricum

Reserpinum basicum

während die Ph. Helv. V-Artikel

Atropinium sulfuricum

Ephedrinium chloratum

neu bearbeitet wurden.

Bei unseren Untersuchungen gingen wir so vor, dass wir die in der Lite¬

ratur beschriebenen qualitativen Prüfungen und quantitativen Bestimmungen einer

kritischen Ueberprüfung unterzogen, teilweise modifizierten und diejenigen Ver¬

fahren vorschlagen, welche bei genügender Empfindlichkeit, Genauigkeit, Spezi¬

fität und Zuverlässigkeit in den Rahmen unseres Arzneibuches passen.

Zur Prüfung auf Identität haben wir neben den konventionellen Methoden

die Herstellung von kristallinen Derivaten mit Alkaloidfällungsmitteln und die Be¬

stimmung ihrer Schmelzbereiche, sowie die Papierchromatographie herangezogen.

Als Reinheitskriterien haben wir vor allem die UV-Spektrophotome-

trie und die Papierchromatographie untersucht. Die Prüfung auf klare und farb¬

lose Löslichkeit, die Bestimmung des pH-Wertes, die Grenzprüfung auf fremde

Kationen und Anionen, sowie die Prüfung auf konzentrierte Schwefelsäure färben¬

de Verunreinigungen wurden nach den für die Ph. Helv. VI vorgesehenen Bestim¬

mungsmethoden vorgenommen. Zur Bestimmung des Kristallwassergehaltes wurde

die Titration nach Karl Fischer angewendet, die wir für Ephedrinum basicum als

Methode der Wahl vorschlagen.

Zur Gehaltsbestimmung haben wir für alle Substanzen die Stickstoff¬

bestimmung nach Kjeldahl vorgenommen und die Erfahrungen mit der für die

Ph. Helv. VI vorgeschlagenen Apparatur zusammengestellt. Genannte Methode

wird zur Bestimmung von Atropinium sulfuricum in Aussicht genommen. Die
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Titration in wasserfreiem Milieu, die sich für die Mehrzahl der untersuchten

Substanzen als geeignet erwies, bringen wir für Ephedrinium chloratum, Ergo¬

taminium tartaricum und Reserpinum basicum in Vorschlag. Von den überprüf¬

ten kolorimetrischen Verfahren hat sich die Blauwert-Bestimmung nach van Urk

als für Pharmakopoe-Zwecke geeignet erwiesen und wird daher zur Gehaltsbe¬

stimmung von Dihydroergotaminium methansulfonicum empfohlen. Die quantita¬

tiven Messungen im ultravioletten Licht, die wir für Dihydroergotaminium methan¬

sulfonicum, Ergotaminium tartaricum und Reserpinum basicum durchgeführt ha¬

ben, lassen sich ebenfalls zur Gehaltsbestimmung der genannten Substanzen he¬

ranziehen.

Für alle untersuchten Substanzen wurde ein Pharmakopöe-Monographievor-

schlag nach den für die Ph. Helv. VT vorgesehenen neuen redaktionellen Normen

redigiert.
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