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1., EINLEITUNG

Die vorliegende Arbeit stellte sich zur Aufgabe, Priifungsvorschriften eini-
ger Alkaloidbasen und -salze fiir die Ph,Helv. VI nach den neuen Richtlinien aus-
zuarbeiten,

Zur Ueberarbeitung bestehender Ph, Helv, V-Vorschriften gelangten Atropi-
nium sulfuricum und Ephedrinium chloratum, wihrend neu Vorschriften fiir die
Alkaloidbasen Atropinum basicum und Ephedrinum basicum bearbeitet wurden.

Neu in die Ph.Helv, VI werden Reserpinum basicum, Ergotaminium tartaricum
und Dihydroergotaminium methansulfonicum aufgenommen, fiir die ebenfalls Vor-
schlige ausgearbeitet wurden.

Bei den Identitdtsreaktionen wurde vor allem die Brauchbarkeit von
Alkaloid-Fillungsreagenzien untersucht; verschiedene interessante Beobachtungen
gestatten neue Identifizierungsvorschriften anzugeben.

Fir die Identitdts- und Reinheitspriifung erschien es uns zweck-
missig, die Moglichkeit der Papierchromatographie abzukliren; unsere Befunde
gestatten ihre Verwendung fiir 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 iiberpriift, da die genannten Verfahren neu in
die Supplemente II und III der Ph.Helv,V eingefilhrt wurden und kiinftig auf brei-
terer Basis verwendet werden sollen.

Zwecks Auswertung unserer Untersuchungsresultate wurden die Priifungsvor-
schléige 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 Priifungsvorschriften nahmen wir anhand von handels-
iiblichen Stoffen vor, welche uns von den Herstellerfirmen zur Verfiigung gestellt
wurden, Es war uns im besonderen daran gelegen, von jedem Arzneistoff mog-
lichst viele Muster in die Priifung einzubeziehen, damit eine vergleichende Beur-
teilung der Leistungsfihigkeit der pharmazeutischen Industrie, sowie die Gewéhr,
dass unsere Forderungen erfiillbar sind, gegeben waren. Bei der Aufstellung der
Priifungsnormen wurden die von uns am besten beurteilten Muster als verbind-
lich betrachtet; sie schalten Substanzen mit offensichtlichen Méingeln aus. Wie
wir feststellen konnten, stimmen unsere Forderungen weitgehend mit denjenigen
schon bestehender Priifungsvorschriften anderer Pharmakopden, sowie mit den
Unterlagen, welche uns die pharmazeutische Industrie lieferte, iiberein,

2,2. SINNENPRUEFUNGEN

Die untersuchten Substanzen lagen - mit einer Ausnahme - alle als fein
kristalline Pulver vor. Die Farbe der Substanzmuster wurde, wenn no-
tig nach feinem Pulverisieren, gegen villig weisses Filtrierpapier verglichen.
Nur bei zwei Substanzen muss eine schwache Gelb- bzw. Graufdrbung zugelas-
sen werden,

Die Geruchsprobe wurde nach der folgenden Vorschrift ausgefiihrt:

"2 g des Stoffes werden in ein Wigeglischen von 500 mm innerem
Durchmesser und 30 mm Hohe gebracht. Die Substanz ist so zu ver-
teilen, dass sie eine moglichst grosse Oberfliche zeigt, Das Wige-
glidschen wird hierauf sofort verschlossen. Nach 5 Minuten wird dieses
gedffnet und gepriift, ob auf Entfernung von 2 - 4 ¢m ein Geruch wahr-
nehmbar ist",

In einigen Fillen musste diese Priifung infolge Substanzmangel mit einer
kleineren als der vorgeschriebenen Substanzmenge vorgenommen werden.

Von Geschmacksproben haben wir, da es sich bei den gepriiften Sub-
stanzen fast durchwegs um Venena mit kleiner Maximaldosis handelt, absehen

miissen, um toxische Einfliisse zu vermeiden,



- 13 -
2.3. STAMMLOESUNGEN

Sofern die zu priifende Substanz geniigende Loslichkeit in Wasser aufwies,
nahmen wir die Identitits- und Reinheitspriifungen weitgehend in der wissrigen
Stammlésung (= S) vor, deren Konzentration je nach Priifsubstanz zwischen
0,0035 und 0,22 molar lag.

Bei den in Wasser unldslichen Substanzen verwendeten wir eine LUsung in
Weingeist bzw. Chloroform als Stammltsung (= Sz). Zudem fiihrten wir gewisse
Reinheitspriifungen in einem wissrigen Auszug aus, welchen wir der besseren
Formulierung wegen ebenfalls als Stammldsung (= Sl) bezeichnen,

In der Mehrzahl der Fille wurden die Stammldsungen mit genau gewogener
Substanz hergestellt, da sie fiir Reinheitspriifungen mit quantitativem Charakter
herangezogen werden,

Sofern die Stammldsungen aus Griinden der Haltbarkeit innerhalb einer ge-
wissen Zeit zu verwenden sind, finden sich in den Einzelartikeln entsprechende
Bemerkungen,

Die so bereiteten Stammldsungen dienten uns auch zur Feststellung der
vollstindigen Loslichkeit (unlosliche Verunreinigungen, Filterpapierreste,
Staub etc.) und einer unzulidssigen Fidrbung. Die fiir die Ph.Helv. VI in
Aussicht genommenen Vorschriften tber die Bestimmung der Opaleszenz und
Trijbung einerseits, und die hGchst zuldssige Féarbung nach Ph.Helv.V, Suppl. I,
andererseits, erwiesen sich bei unseren Untersuchungen als brauchbar,

2.4. IDENTITAETSPRUEFUNGEN

2.4.1, Allgemeine Bemerkungen

Als Identitiitsreaktionen auf die Basen resp. den Basenteil der Alkaloidsalze
fanden sich in der Literatur in erster Linie unspezifische Farbreaktionen, welche
wir auf ihre Brauchbarkeit fiir Pharmakopde-Zwecke iberpriiften. Trotz ihrer
Unspezifitidt schien es uns angezeigt, die eine oder andere Reaktion vorzuschla-
gen, obwohl bei positivem Ausfall damit vielfach nur die Zugehdrigkeit eines
Alkaloides zu einer bestimmtien Alkaloidgruppe nachgewiesen werden kann, d.h.
diese Reaktionen lediglich den Charakter und Wert von Gruppenreaktionen besit-

zen,
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Eine weitere Moglichkeit zur Identifizierung des Basenanteils der untersuch-
ten Alkaloide sahen wir in der Herstellung von Derivaten (Salze und Komplex-
verbindungen) mit Alkaloid-Fillungsreagenzien (z.B. Ammoniumreineckat, Tetra-
phenylbor-Natrium, Pikrinssure) und nachfolgender Bestimmung des Schmelzbe-
reiches der erhaltenen Derivate,

2.4.2. Alkaloid-Fidllungsreagenzien

Der Herstellung von kristallinen, eindeutig definierten Derivaten haben wir
in dieser Arbeit besondere Aufmerksamkeit geschenkt, Soweit uns Substanzmus-
ter in geniigender Menge zur Verfiigung 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 geniigende Abweichung voneinander zeigen, damit deren Bestim-
mung als Spezifizierung der weiter oben angegebenen Farbreaktionen und damit
im giinstigsten Falle als Identifizierung des betreffenden Alkaloides betrachtet
werden kann,

In der Literatur fanden sich wenig und z.T. ungenaue Angaben iiber die
Herstellung von Derivaten unserer Substanzen. Es galt daher in Reihenuntersu-
chungen festzustellen, in welchem L&sungsmittel oder Losungsmittelgemisch eine
kristalline Fillung erhalten werden kann, Die fiir die Fillung optimale Konzen-
tration der zu priifenden Substanz und der Reagenzien musste ebenfalls in zahl-
reichen Versuchen ermittelt werden. Um enge Schmelzbereiche zu erhalten, ist
in einigen Fillen wiederholtes Umkristallisieren ausschlaggebend, und es musste
experimentell das hierfiir am besten geeignete Losungsmittel oder Ldsungsmittel-
gemisch gefunden werden. In Fillen, wo die Umkristallisation keine merkliche
ErhShung und Einengung des Schmelzbereiches zur Folge hatte, haben wir darauf
verzichtet,

2,4.2.1., Ammoniumreineckat

Mit Ammoniumreineckat, dem Ammoniumsalz der Tetra-rhodanatodiamin-
chromisdure, bilden viele Alkaloide und alkaloidihnliche Substanzen schwerlds-
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liche Niederschldge nach folgender Gleichung:

® 0O O, v @ ®. )
Alk.H C1° + Cr(NH,),(SCN) . * NH, —»Euk.n Cr(NH3)2(SCN)4:]+NH4C1

'

Wir verwendeten als Reagens eine 2,5 %ige wissrige Losung 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 Salzsiure angesiuerten wiss-
rigen Losungen, bei den ibrigen Substanzen aus Azeton-Wasser-Mischungen ver-
schiedener Zusammensetzung., Leider wiesen simtliche der hergestellten Reinek-
kate einen Zersetzungspunkt auf, weshalb sie sich zur Identifizierung der zu prii-
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-
stoffsiure, welches von Wittig (1) eingefiihrt wurde, Es bildet mit Kalium,
Ammonium, sowie mit alkalidhnlichen Stickstoffbasen fein kristalline Niederschlige,
welche aus eindeutig definierten, komplexen Salzen bestehen:

D, S] o, @ ®.
Alk.H CH3COO + B(CGH5) 4 Na -;Euk. H B(CeHs) 4@} CHSCOONa
. 7

Die Verwendung von Kalignost schien uns zur Hersttellung von kristallinen
Derivaten der zu priifenden Substanzen geeignet zu sein, Bei unseren Versuchen
stiitzten wir uns z.T. auf die Arbeiten von Aklin und Diirst (2), sowie von
Aklin (3), welche das Verhalten zahlreicher Alkaloide gegeniiber Kalignost tes-
teten und fiir einige Alkaloide gravimetrische Bestimmungsmethoden angeben.
Als Reagens verwendeten genannte Autoren (2) eine 0,1 m (= ca. 3 %ige) wiss-
rige Losung von Kalignost, welche durch Zugabe von 0,2 n Aluminiumchloridl6~
sung bis pH ca. 6-7 und nachherige Filtration stabilisiert wird. Diese Reagens-
18sung zeigte keinerlei Nachtribung und erwies sich als sehr zweckmissig.

Die Reaktion ist sehr empfindlich, z.B. tritt bei Atropinsulfat in 0,0001 m
Ldsungen noch eine Fillung ein,
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Bei Atropin und Ephedrin, fiir welche Alkaloide wir auch gravimetrische
Bestimmungsmethoden mit Kalignost ausarbeiteten, erfolgte die Bildung kristal-
liner Niederschlige am besten in der mit verdiinnter Essigsdure und einigen
Tropfen 0,2 n Aluminiumchloridlésung auf pH 5 - 6 eingestellten, auf 70° bzw.
40° erwirmten, wéissrigen Ldsung. Zugabe von Aluminiumchlorid ist zu empfeh-
len, damit allzu fein suspendierte Niederschlige zusammenballen und dadurch
besser filtrierbar werden.

Das Reserpintetraphenylborat erhielten wir aus einer Ldsung der Substanz
in verdiinnter Essigsiure unter Eiskiihlung, die Derivate von Ergotamin und Di-
hydroergotamin aus Mischungen von Azeton und Wasser,

Mit allen Substanzen ergaben sich schon bei der Féllung bzw. nach kiirze-
rem oder lingerem Stehenlassen in der Kilte kristalline Derivate; bei Reserpin
und den Mutterkornalkaloiden musste eine geringere Kristallisierfihigkeit 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 Wirmeanwendung im Exsikkator ge-
trocknet. In einigen Fillen erwies es sich als notwendig, bei der Bestimmung
des Schmelzbereiches das Heizbad vorzuwédrmen.

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, verunméoglicht die siche-
re Identifizierung der genannten Alkaloide. Von den iibrigen Derivaten, die alle
unter Zersetzung schmelzen, kann hdchstens dasjenige des Ergotamins zur Iden-
tifizierung herangezogen werden, da der Zersetzungspunkt hier relativ gut wahr-
nehmbar ist.

2.4.2.3. Pikrinsdure

Pikrinsdure ist das in den Monographien am hiufigsten aufgefiihrte Féllungs-
mittel und wird auch von der Ph, Helv,V fiir viele Substanzen verwendet.

00

N NO2

® o %2
COO0 +02N NOz—‘P Alk.HY- +CH3COOH

OH

Alk. H®. CH,
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Die Fillungen erfolgten mit der 1,2 %igen Reagenslosung aus essigsauren, wiss-
rigen Losungen der Substanzen bzw. aus Azeton-Wasser-Mischungen und ergaben
fiir alle Substanzen kristalline Derivate. Zum Umkristallisieren verwendeten wir
je nach Substanz Wasser, Aethylalkohol oder Benzol.

Die Schmelzbereiche der Derivate von Atropin und Ephedrin sind Husserst
scharf, weshalb eine Identifizierung der beiden Alkaloide durch ihre Pikrate mog-
lich ist. Bei Reserpinpikrat und Dihydroergotaminpikrat allerdings handelt es sich
um Zersetzungspunkte, die jedoch gut wahrnehmbar und somit fiir die Charakte-
risierung der Substanzen brauchbar sind, Ergotamin liefert ein Pikrat, welches
sich schon etwa 20° vor dem Schmelzintervall schwarz firbt, wodurch dieses
schwer erkennbar wird,

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass sich die Fidllung mit Pikrinsiure
fiir die zu priifenden 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 kénnen,

2.4.2.4, Verschiedene weitere Fillungsreagenzien

Fiir einzelne Alkaloide versuchten wir durch Anwendung anderer Fillungs-
reagenzien zu weiteren Unterscheidungsmoglichkeiten zu gelangen.

Die Fiéllung 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 Hidicke (4) arbeiteten wir
eine Vorschrift fiir den betreffenden Pharmakopde-Artikel aus.

Silikowolframsdure erzeugt in wissrigen Losungen von 1-Ephedrin
bzw. seiner Salze eine amorphe Fiéllung, wihrend dl-Ephedrin sowie d-Pseudo-
ephedrin mit genanntem Reagens kristalline Derivate bilden.

In einigen Monographien (USP'XIV, Brit.Ph. 1958) wird die Fillung mit
Goldchlorwasserstoffsdure 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 beziiglich der Herstellung am
zugénglichsten sind.
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Fiir Reserpin schligt DAK Praeparater die Fillung mit Perchlorsiure
vor, wobei ein kristallines Derivat erhalten wird, welches unter Zersetzung
schmilzt, und uns deshalb zur Identifizierung wenig geeignet schien.

2,4.3. Papierchromatographische Priifung

Die besondere Eignung der Papierchromatographie fiir unsere, Aufgabe er-
gab sich aus der Art des vorliegenden Priifungsmaterials, 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-, Ausschiittelungs-, Fillungs- und Salzbildungsverfahren
ergeben Substanzen, bei denen die Moglichkeit einer Verunreinigung mit ihren
Nebenalkaloiden ohne weiteres gegeben ist.

Von den verschiedenen Anwendungsmoglichkeiten zogen wir die Papierchro-
matographie daher zur Identitdts- und Reinheitspriifung auf Nebenalkaloide heran,
die Identitit unserer Substanzen ist durch Kombination mit anderen Priifungén
eindeutig festgelegt. Im weiteren sahen wir eine Moglichkeit mit Hilfe der Pa-
pierchromatographie Zersetzungsprodukte, welche sich unter Lichteinfluss bei
der Lagerung leicht zersetzlicher Substanzen bilden kénnen, nachzuweisen,

Bei den Untersuchungen gingen wir so vor, dass wir die in der Literatur
fiir die einzelnen Alkaloide beschriebenen Verfahren eingehend studierten, einige
davon einer experimentellen Ueberpriifung unterzogen, und falls sich damit brauch-
bare Ergebnisse erzielen liessen, fiir unsere Zwecke modifizierten,

Dabei ermittelten wir in zahlreichen Versuchen die verschiedenen Faktoren,
welche eine geniigende Trennschirfe und Empfindlichkeit gestatten, wie z.B,
Zeitdauer der Imprignierung, Klimatisierungszeit, Auftragen der Substanzen
(punkt- oder streifenformig), sowie den Zusammenhang zwischen der aufgetrage-
nen Substanzmenge und der Fleckengrosse,

In die Priifungen wurden simtliche Nebenalkaloide einbezogen, soweit uns
diese zur Verfiigung standen. Wir ermittelten die Ri-Werte des Hauptalkaloides
sowie der Nebenalkaloide in den verschiedenen Systemen und stellten anhand von
Mischungen fest, ob eine einwandfreie Auftrennung moglich ist. Um dem Zwecke
einer Reinheitspriifung entsprechen zu konnen, 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 konnen,
und wie gross die maximale Alkaloidmenge ist, welche sich ohne Aenderung der
RF-Werte und Deformation der Flecken gerade noch chromatographieren lisst.
In vielen Féllen hat sich das streifenférmige Auftragen der Substanzen als sehr
vorteilhaft erwiesen, weil sich durch Vergrisserung der Auftrage-Fliche grosse-
re Substanzmengen chromatographieren lassen, Die Empfindlichkeit der Methode
iiberpriiften 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.

Fiir unsere Arbeiten verwendeten wir die absteigende sowie die aufsteigen-
de Chromatographiermethode, Die Sichtbarmachung der Alkaloidflecke erfolgte
unter der UV-Lampe oder mit Sprithreagenzien, wobei zu sagen ist, dass der
Nachweis der von uns untersuchten Substanzen mit UV-Licht weitaus empfind-
licher ist.

Die fiir die einzelnen Alkaloide verschiedenen Verfahren haben wir in den
Einzelartikeln beschrieben, wobei wir den eigenen Untersuchungen jeweils einen
Ueberblick iiber die uns bis zum Abschluss der experimentellen Arbeiten bekannt
gewordenen Methoden der Literatur voranstellen, bzw, auf Literaturzusammen-
stellungen verweisen,

Fiir die Ausfiihrung der Versuche hielten wir uns an die von der Ph. Helv.
V, Suppl. II gestellten allgemeinen Bedingungen. Fiir die Mehrzahl der unter-
suchten Substanzen war es uns so moglich, brauchbare Priifungsvorschriften auf-
zustellen, welche wir zur Aufnahme in unser Arzneibuch empfehlen mdchten., Bei
Formulierung des fiir den Pharmakopte-Artikel vorgesehenen Textes war es uns
ungeachtet der dadurch etwas langatmigen Priifungsvorschriften 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 Verfiigung gestellien Handelsmuster be-
ziiglich vorhandener Nebenalkaloide nicht zu beanstanden.

2.4.4, Identitdtspriifungen auf die Anionen

Bei Atropinium sulfuricum und Ephedrinium chloratum erfolgte der Nach-
weis des S#ureanteiles nach Ph. Helv,V, Als Identitdispriifung auf Tartrat fand
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die in den Vorschligen zur Ph.Helv, VI aufgefiihrte Mikroidentitiitsreaktion Ver-
wendung, welche wir fiir Ergotaminium tartaricum modifizierten, Bei Dihydroer-
gotaminium methansulfonicum wurde der SHureanteil 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 Identitédtspriifungen absieht, sind
alle in den Monographien bzw, Priifungsvorschriften aufgefiilhrien Untersuchungs-
methoden exakt genommen Reinheitspriifungen, welche gesamthaft zur Beurteilung
des Reinheitsgrades der zu priifenden Substanz dienen, ganz gleich, ob sie quali-
tativer oder quantitativer Art sind.

Die Reinheitspriifungen, die wir bei Sichtung der Literatur vorgefunden ha-
ben, umfassen im allgemeinen: die Priifung auf klare Loslichkeit und Ermitt-
lung des pH-Wertes der wissrigen Losung, die Bestimmung des Schmelzbereiches
und der spezifischen Drehung, die Bestimmung von Feuchtigkeits- bzw. Wasser-
gehalt und Verbrennungsriickstand, die Priifung auf Abwesenheit fremder Katio-
nen und Anionen sowie organischer Substanzen., In neueren Priifungsvorschriften
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 herrithren, wobei zu sagen ist, dass in den meisten Monographien diesbe-
ziigliche Prifungen 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 Identititspriifungen (s. Seite 18) beschrie-
bene Papierchromatographie die Methode der Wahl darstelit,
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2.5.2. Physikalisch-chemische Priifungen

2.5.2.1. Schmelzbereich

Die Bestimmung des Schmelzbereiches wurde bei sdmtlichen Substanzen
nach der Vorschrift und mit der Bestimmungsapparatur der Ph, Helv, V, welche
unkorrigierte Schmelzbereiche ergibt, vorgenommen., Unsere Vorschli-
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 Liem (5) entnommen sind, um-
gerechnet. Somit sind in unserer Arbeit stets zwei Intervalle aufgefiihrt, wovon
das eine unkorrigiert, das andere korrigiert ist, wodurch der Vergleich mit den
Angaben anderer Priifungsvorschriften, welche sich in der Mehrzahl auf korri-
gierte Schmelzbereiche beziehen, moglich 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 abhin-
gig von der Art und Weise des Aufheizens und nur bei Einhaltung ganz bestimm-
ter Bedingungen (Einbringen in die vorgewirmte Apparatur bei einer bestimmten
Temperatur, Beschleunigung der Temperatursteigerung) konnten reproduzierbare
Werte erhalten werden., Bei der Bestimmung der genannten Substanzen mussten
wir von der allgemeinen Ausfiihrungsform der Ph.Helv.V abweichen, was wir in

den betreffenden Monographien jeweils vermerken,

2.5.2.2, Loslichkeit, Priiffung auf unldsliche und firbende Verunreinigungen

Diese Priifung wird bei Herstellung der Stamml6sung, wobei die Substan-
zen zuerst in einer etwas grosseren als ihrer Loslichkeit entsprechenden Menge
des Losungsmittels gelést werden, bzw, bei einigen weniger gut 16slichen Sub-
stanzen mit der Stammldsung selbst vorgenommen, Als Ldsungsmittel dienten
dabei je nach Loslichkeit der zu priifenden Substanz frisch ausgekochtes und
wieder erkaltetes Wasser, ferner Aethanol 94 % oder Chloroform.

Bei der Priifung auf vollstindige IOslichkeit wurden die Losungen der Sub-
stanzen mit der gleichen Menge des entsprechenden Losungsmittels verglichen,
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Geringe mechanische Verunreinigungen wie Filterfiserchen oder Staubpartikel
konnen hierbei nicht beanstandet werden.

Zur Priifung auf firbende Verunreinigungen zogen wir die Farbvergleichs-
16sungen der Ph,Helv,V, Suppl., I heran, welche sich fiir diesen Zweck sehr
gut eignen, da sie eine objektive Beurteilung der verschiedenen Firbungen er-
mdoglichen,

In den meisten Fillen kann fiir die Losungen unserer Substanzen Farblosig-
keit gefordert werden; wo dies nicht der Fall ist, wird die hdchst zulissige
Fidrbung 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 diirfen (Atropin), oder welche durch den Dre-
hungswinkel von ihren optischen Antipoden bzw. Razematen unterschieden werden
kténnen (Ephedrin), eine wichtige Erginzung der Identitiitsreaktionen,

Die Untersuchungen wurden mit dem Kreispolarimeter nach Zeiss, welches
eine Ablese-Genauigkeit von 0, 01° gestattet, vorgenommen, Als Ldsungsmittel
verwendeten wir 36%ige Essigsiure, Aethanol 94 %, Chloroform oder Pyridin.
Nur bei Atropinsulfat und Ephedrinhydrochlorid konnte die mit genau abgewoge-
ner Substanz hergestellite wissrige Stammldsung verwendet werden,

Im Vergleich zu den Vorschriften anderer Arzneibiicher fiel es uns auf,
dass in der Ph,Helv.V eine Definition, was unter dem ¥ehlen 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 hochst zulidssige Abweichung (* 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 kénnen. Die Grisse
der Lichtabsorption wird als Extinktion gemessen, aus dem experimentellen
Wert erhilt man durch Berechnung die molare oder prozentuale Extinktion. Die
Messung der Extinktion in Ldsungen von bekannter Konzentration gibt Aufschluss
tiber den Reinheitsgrad des geldsten Stoffes und kann zur Gehaltsbestimmung ver-
wendet werden, falls die diesbeziiglichen Daten der Reinsubstanz bekannt sind,
Fiir die Gehaltsbestimmungen ist es jedoch von Vorteil, wenn Standardsubstan-
zen zur Verfiigung stehen, da die Reproduzierbarkeit der Messungen mit ver-
schiedenen Instrumenten etwa } 1 % betrigt.

Wir fiihrten die Untersuchungen mit einem Spektralphotometer Zeiss PMQ
I aus. Zur Messung gelangten 0,0005 bis 0,005 %ige Lisungen in Aethanol 94%
bzw. 1 %iger Weinsdure, wobei die Konzentrationen so gew#hlt 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
wir den prozentualen Extinktionskoeffizienten Ei%cm
ner 1 %igen Losung der Substanz gemessen bei einer Schichtdicke von 1 cm an-
gibt.

Wir empfehlen, die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten E

, welcher die Extinktion ei-

1%
1 cm
Reserpin, Ergotamintartrat und Dihydroergotamin-methansulfonat als weitere

fiir
Identitdts- und Reinheitspriifung in die Pharmakopde aufzunehmen, Die Ausfith-

rung der Bestimmungen sowie die Absorptionskurven fiir die genannten Substan-
zen finden sich in den Einzelartikeln,

2.5.2,5. Bestimmung des pH-Wertes

Wir bestimmten die Reaktion der Stammldsung bzw. bei den schwer 18s~
lichen Substanzen des wissrigen Auszuges mit dem Methrom-pH-Meter, Typ E
157, unter Verwendung einer hochohmigen Glas-Elektrode als Mess- und einer
Kalomel-Elektrode als Bezugselekirode, Die potentiometrische pH-Be-
stimmung liefert exakte Werte, da die Bestimmungsiehler der kolorimetri-
schen Verfahren (Sdure-Base-, Salzfehler, sowie gewisse Subjektivitit der Beur-
teilung) ausgeschaltet werden konnen, und das verwendete Gerit zudem mit einer
Mess-Genauigkeit von 0,05 pH-Einheiten arbeitet. Die potentiometrische Methode
kann somit als Kontrolle fiir die kolorimetrischen Verfahren herangezogen wer-

den,
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Fiir die kolorimetrische pH-Bestimmung diente uns die pH-Farb-
vergleichstabelle der Ph,Helv.V, Suppl. I, und in den Féllen, wo diese infolge
zu starker Alkalitdt einiger Alkaloidbasen nicht zur Anwendung gelangen konnte,
(mit der Farbvergleichstabelle sind nur pH-Werte bis 9,6 meésbar) die pH-Ver-
gleichslosungen der Ph. Helv.V, Suppl, IIL '

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 fiir die Pharmakopte-Vorschriften
vorschlagen,

Bei einer Substanz (Ergotamintartrat) konnte infolge Instabilitéit der wissri-
gen Losung die Reaktion nur mit Lakmuspapier in einer Aufschwemmung der Sub-

stanz in Wasser gepriift werden.

2.56.3, Chemische Reinheitspriifungen

2.5.3.1, Allgemeine Bemerkungen zur Methodik

Die Reinheitspriifungen auf fremde Kationen und Anionen wurden nach den
von Mittelmann (6) fiir die Ph. Helv. VI ausgearbeiteten Vorschligen ausgefiihrt.
Diese Priifungsmethoden stellen sogenannte Grenzpriifungen dar, dh. die anwesen-
de Verunreinigung darf mengenmissig die bei den Einzelartikeln gestellte Grenze
jeweils nicht iberschreiten, Auch wenn keine nachweisbare Verunreinigung zuge-
lassen ist, handelt es sich im erwihnten Sinne um eine Grenzpriifung, wobei die
zugelassene obere Grenze der Verunreinigung der Nachweisgrenze entspricht.

Fiir die Ph,Helv. VI ist beziiglich der allgemeinen Reaktionen zur Reinheits-
priifung folgender Wortlaut vorgesehen:

"Die Reinheitspriifungen werden in farblosen, alkaliarmen Reagensglisern
von etwa 180 mm Hohe und etwa 18 mm Husserem Durchmesser mit den
vorgeschriebenen Reagenzien, jeweils in der angegebenen Reihenfolge und,
wenn nichts anderes vorgeschrieben ist, bei Zimmertemperatur durchge-
fiihrt.

Bei den Grenzpriifungen wird die Reaktion der zu untersuchenden
Substanz mit der im Einzelartikel geforderten Grenzreaktion durchgefiihrt,

Bei Grenzreaktion I ldsst die Pharmakopbe eine bestimmte Menge
der entsprechenden Verunreinigung zu.
Bei Grenzreaktion II darf die gesuchte Verunreinigung nicht nach-



weisbar sein.

Die zu priifenden ILdsungen miissen klar sein, Sie sind daher nétigenfalls
vor der Priifung, wenn nichts anderes vorgeschrieben ist, durch ein mog-
lichst kleines aschefreies Filter klar zu filtrieren, Wenn der unldsliche
Anteil auch gepriift werden muss, wird dieser samt Filter verascht und
der Riickstand in der im Einzelartikel angegebenen Weise gepriift.

Die aufgetretenen Firbungen sind vor einem weissen matten, die Opales-
zenz oder Trilbungen vor einem schwarzen matten Hintergrund, bei diffu-
sem Tageslicht, in horizontaler Durchsicht, jeweils nach der angegebe-
nen Wartezeit zu beurteilen. Gefirbte Losungen werden in einem Kompa-~
ratorblock auf Opaleszenz oder Tribbung gepriift".

Es wird ferner unterschieden zwischen Grenzreaktion a und Grenzreaktion
b, je nachdem ob zur Priifung der Substanz eine wissrige Ldsung (Grenzreaktion
a) verwendet, oder ob die Substanz mittels einer Sdure in L&sung gebracht wird
(Grenzreaktion b),

2.5.3.2. Grenzpriifung 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 Flammenfirbung auf Alkalimetalle gepriift.

Tie flir die Ph. Helv. VI vorgesehene Grenzpriifung lautet:

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

leuchtende Flamme gebracht. Diese darf hochstens rasch voriibergehend
gelb gefirbt werden",

Da die gepriiften Substanzen ein negatives Resultat ergaben, kann von dieser
Priifung Abstand genommen werden,

Fiir einige der untersuchten Substanzen finden sich in den Monographien
Priifungen auf Schwermetalle. Wir priiften die entsprechenden Substanzen
mit der Grenzprifung a, die wir entweder in der Stammldsung S oder in einem
wissrigen Auszug der schwer 16slichen Alkaloidbasen mit den in den Monogra-
phien angegebenen Mengen nach der folgenden Allgemeinen Vorschrift ausfiihrten:

"Das vorgeschriebene Volumen der Stammldsung S wird, wenn ndtig mit

2 n Natriumhydroxyd RS neutralisiert, Hierauf werden in der L&sung 0,5g
Ammoniumchlorid gelost, die Losung mit 2 Tropfen 2n Ammoniak RS ver-
setzt und mit Wasser auf 10 ml erginzt. Diese nétigenfalls filtrierte Lo-
sung wird zu 1 Tropfen Natriumsulfid RS gegossen und umgeschiittelt. Es
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darf héchstens eine sehr schwache weisse Opaleszenz, jedoch keine stir-
kere Tribung als bei der im Einzelartikel geforderten Grenzreaktion auf-
treten,

Grenzreaktion It 1,0 ml Blei-Vergleichslosung oder bei einer graugriin-
lichen Farbung 1,0 ml Eisen-Vergleichslosung wird mit 8,5 ml Wasser
verdiinnt, in der Losung 0,5 g Ammoniumchlorid gelést und mit 2 Tro-
pfen 2 n Ammoniak RS versetzt. Diese Liésung wird zu 1 Tropfen Natrium-
sulfid RS gegossen und umgeschiittelt, Grenzreaktion II: Eine Ldsung von
0,5 g Ammoniumchlorid in 9,5 ml Wasser wird mit 2 Tropfen 2 n Am-
moniak RS versetzt, Diese Losung wird zu 1 Tropfen Natriumsulfid RS
gegossen und umgeschiittelt",

Sidmtliche gepriiften Substanzmuster entsprachen der Grenzreaktion a II, d.h.
Schwermetalle waren nicht nachweisbar.

Auf Chlorid und Sulfat werden von den Monographien die meisten Sub-
stanzen gepriift. Wir haben diese beiden Priifungen bei sdmtlichen Substanzen
vorgenommen, da bei der Isolierung oder den Synthesen die Moglichkeit einer
Verunreinigung mit diesen Anionen ohne weiteres gegeben ist., Mit der Stamm-
16sung bzw. mit einem wéissrigen Auszug der schwerldslichen Alkaloidbasen wur-

den die Priifungen nach der folgenden Allgemeinen Vorschrift ausgefiihrt:

"Grenzpriiffung auf Chlorid:

Das vorgeschriebene Volumen der Stammldsung wird mit Wasser auf 13 ml
erginzt, 1 ml 2n Salpetersdure RS zugefiigt und geschiittelt. Hierauf wird
mit 3 Tropfen Silbernitrat RS versetzt und sofort wihrend 10 Sekunden
kriftig geschiittelt. Es darf keine stirkere Opaleszenz als bei der im Ein-
zelartikel geforderten Grenzreaktion auftreten.

Grenzreaktion I:

1,0 ml Chlorid-Vergleichslésung wird mit 12 ml Wasser und 1 ml 2n Sal-
petersiure RS versetzt und umgeschiittelt. Hierauf werden 3 Tropfen Sil-
bernitrat RS zugefiigt, und es wird sofort wihrend 10 Sekunden kriftig ge-
schiittelt.

Grenzreaktion II:

Eine Mischung von 1 Tropfen Chlorid-Vergleichsldsung + 13 ml Wasser +
1 ml 2n Salpetersiure RS wird mit 3 Tropfen Silbernitrat RS versetzt und
sofort wihrend 10 Sekunden kriftig geschiittelt.

Die Priifungen werden gleichzeitig durchgefithrt, und der Ausfall der Reak-
tionen wird nach 3 Minuten verglichen".

"Grenzpriifung auf Sulfat:

Das vorgeschriebene Volumen der Stammlésung wird mit Wasser auf 13ml
ergidnzt. In einem anderen Reagensglas werden 2 Tropfen Sulfat-Vergleichs-
16sung mit 1 ml Bariumchlorid RS und 1 ml 2n Salzsiure RS versetzt und
12 Minute geschiittelt. Hierauf wird die zu priifende L&sung zugegeben,
und es wird wieder geschiittelt, Es darf keine stirkere Opaleszenz als bei
der im Einzelartikel geforderten Grenzreaktion auftreten.

GrenzreaktionlI: .

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

1 ml 2n Salzsiure RS versetzt, /2 Minute geschiittelt, hierauf mit Wasser
auf 15 ml erginzt und wieder umgeschiittelt,



Grenzreaktion II:

2 Tropfen Sulfat-Vergleichslésung werden mit 1 ml Bariumchlorid RS
und mit 1 ml 2n Salzsiure RS versetzt, /2 Minute umgeschiittelt,
hierauf mit 13 ml Wasser versetzt und wieder umgeschiittelt.

Die Priifungen 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 I entsprachen.

2.5.3.3. Grenzpriifung auf Schwefelsiure firbende Stoffe

Diese in der Ph.Helv,V bei vielen Substanzen angewendete Reinheitspriifung
besteht darin, dass eine bestimmte Menge Substanz in konzentrierter Schwefel-
sdure RS geldst und eventuell noch eine bestimmte Zeit im Wasserbad erwirmt
wird, Sie ist fiir die Ph. Helv. VI ebenfalls als Grenzpriifung vorgesehen. Die
neue Ausfiihrungsform beruht auf dem Vergleich der in konzentrierter Schwefel-
sdure RS geldsten Substanz mit Farbvergleichslosungen, wobei die hochst zulds-
sige Firbung limitiert wird (s, Seite 22). Die Priifungen fithrten wir nach folgen-
der Allgemeiner Vorschrift aus:

"Die vorgeschriebene Menge fein verriebene Substanz wird in einem unmit-
telbar vorher mit konzentrierter Schwefelsdure RS ausgesplilten Glasstopfen-
Reagensglas von 12 mm (0,1 mm) innerem Durchmesser mit 2 ml konzen-
trierter Schwefelsidure RS versetzt. Die sofort nach dem Inlésunggehen bei
Zimmertemperatur, nach dem Stehenlassen wihrend der vorgeschriebenen
Zeit bei Zimmertemperatur oder nach 5 Minuten langem Erwirmen im
siedenden Wasserbad auftretende, hochst zulidssige Firbung wird mit Hilfe
der Farbvergleichsldsungen bestimmt. Die auftretenden Firbungen diirfen
nicht stidrker sein als dies fiir die einzelnen Substanzen zugelassen wird".

Die Firbungen haben wir bei unseren Untersuchungen sofort nach dem In-
16sunggehen der Substanz, nach Stehenlassen der Losung bei Zimmertemperatur
wihrend 15, 30 und 60 Minuten, sowie nach Erwirmen im Wasserbad wihrend
5 Minuten betrachtet. .

Die Methode des Farbvergleichs in der beschriebenen Ausfiilhrung hat sich
uns als sehr geeignet erwiesen, auch fanden wir die verschiedenen Farbnuancen
und -intensititen zur Definition der vorkommenden Férbungen als hinreichend.

Allerdings 16sen sich Dihydroergotaminium methansulfonicum, Ergotaminium
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tartaricum und Reserpinum basicum in konzentrierter Schwefelsiure RS mit star-
ker Eigenfarbe, weshalb die Schwefelsdureprobe nicht als Reinheitspriifung heran-
gezogen, sondern als Identititsreaktion ausgewertet werden kann,

2.5.4. Feuchtigkeits-, Wasser- bzw. Kristall-L&sungsmittel-
Gehalt

Diese sehr wichtige Priifung wird von den meisten Monographien vorgenom-
men. Fiir viele Substanzen ist ein mdglichst geringer Feuchtigkeitsgehalt mass-
gebend flir den Gehalt, die Haltbarkeit und Lagerfihigkeit, wihrend bei kristall-
wasserhaltigen Stoffen ein ganz bestimmter Gehalt an Kristallwasser deren Stabi-
litdt gewdhrleistet. Letzteres gilt in gleicher Weise fiir Substanzen, welche Kris-
tall- Losungsmittel binden,

Bei der Wahl des Trocknungsverfahrens richteten wir uns nach der Tempe-
raturempfindlichkeit der zu priifenden Substanzen. Diese diirfen keine Verinderun-
gen erleiden, da die getrocknete Substanz oft zur Gehaltsbestimmung verwendet
wird.

Der Feuchtigkeitsgehalt wurde bei den Substanzen, welche Trocknung
bei 103 - 105° ohne Veridnderung ertragen nach der Allgemeinen Bestimmungs-
methode der Ph.Helv, V ermittelt, welche Methode in diesen Fillen véllig befrie-
digte. Wo wegen Verinderlichkeit der Substanzen niedrigere Temperaturen ange-
wendet werden mussten, trockneten wir im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei

60°

, wobei die Gewichtskonstanz nach einigen Stunden erreicht war.

Zur Entfernung des Kristallwassers miissen hohere 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. II der Ph, Helv,V vorgenommen wurde und eine bei
Zimmertemperatur allgemein anwendbare und zuverlissige Wasserbestimmung auf
titrimetrischem Wege gestattet. Die theoretischen Grundlagen lieferte uns die
Veroffentlichung von Kerstan (7). Zur Erfassung des Titrationsendpunktes diente
ein am Methrom-Titriskop anschliessbares Dead-Stop-Zusatzgerit E 171, weil der
visuelle Farbumschlag von Gelb nach Braun sich nur bei einiger Einarbeitung und

Uebung mit Sicherheit erkennen lisst, Die Wasserbestimmung nach Karl Fischer
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bringen wir fiir Ephedrinbase in Vorschlag, wihrend sich bei Atropinsulfat das
Kristallwasser durch Trocknen bei 120° vollstindig entfernen ldsst, und wir hier
die einfachere Methode vorziehen mochten.

Das Kristall-L8sungsmittel (bei Ergotamintartrat und Dihydroergo-
taminmethansulfonat) lassen wir durch Trocknen im Vakuum iiber Phosphorpen-
toxyd bei 95° bestimmen, welche Methode wir fiir die Ph,Helv. VI in Vorschlag
bringen.

2.5.5. Verbrennungsriickstand

Diese Bestimmung, welche in den meisten Monographien anzutreffen ist, ist
sehr notwendig, denn nicht alle anorganischen Verunreinigungen lassen sich durch
die iibrigen Reinheitspriifungen erfassen.

Wir richteten uns in der Ausfilhrung an die Allgemeine Vorschrift der Ph,
Helv.V, welche sich fiir die gepriiften 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 Verbrennungsriickstand
unwigbar sein soll, ein maximaler Verbrennungsriickstand von 0,5 - ‘0,1 %. Im
Sinne der Substanzersparnis gelangte in vielen Fillen ein der entsprechenden Sub-
stanz aliquoter Teil der Stammldsung nach Verdampfen des Ldsungsmittels zur
Anwendung.

2.6. GEHALTSBESTIMMUNGEN

2,6.1. Allgemeine Bemerkungen

Wurde noch von der Ph,Helv.V fiir einige Alkaloidbasen von einer Gehalts-
bestimmung abgesehen und bei den Alkaloidsalzen ihr SHureanteil fiir die Bestim-
mung herangezogen, so ist man bestrebt, fiir alle neu in unser Arzneibuch bzw.
zu iiberarbeitenden Alkaloidbasen und -Salze Gehaltsbestimmungs-Methoden auszu-
arbeiten, welche den therapeutisch wichtigen Basenanteil erfassen. Durch die in
_neuerer Zeit entwickelten Verfahren (Perchlorsiure-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 Moglichkeit dazu weitgehend gegeben,

In der Literatur finden sich neben den fiir Alkaloidbasen bzw. Alkaloidsalze
sozusagen klassischen Methoden zur Gehaltsbestimmung, wie Gravimetrie, Alkali-
metrie, Acidimetrie, Argentometrie, vorwiegend UV-spektrophotometrische, kolo-
rimetrische, sowie seltener fluorimetrische Verfahren; im besonderen ist die
Perchlorsédure-Titration in Eisessig bzw. Dioxan, welche sich sehr gut eingefiihrt
hat, zu erwihnen.

Ueber die fiir die entsprechenden Substanzén allgemein verwendeten Bestim-
mungsmethoden geben wir in den Einzelartikeln jeweils einen Ueberblick und un-
tersuchten diejenigen Verfahren, welche uns fiir Pharmakopte-Zwecke als geeig-
net erschienen. Bei Auswahl der Vorschlige fiir unser Arzneibuch gaben wir in
der Regel dem einfacheren Verfahren, vorausgesetzt dass dieses beziiglich Empfind-
lichkeit, Genauigkeit, Spezifitit und Zuverlissigkeit dem Vergleich mit komplizier-
teren Verfahren standhilt, den Vorzug. So wéihlten wir z,B. fiir die Gehaltsbe-
stimmung von Ergotamintartrat die Perchlorsiure-Titration anstelle der gebrduch-
licheren kolorimetrischen Bestimmung nach van Urk.

Bei der Gehaltsbestimmung der Alkaloidsalze fiilhrten wir die auf den Sidure-
anteil ansprechenden Bestimmungsmethoden zur Kontrolle aus und um die Leistungs-
fidhigkeit der einzelnen Verfahren miteinander zu vergleichen.

2,6.2. Gravimetrische Methoden

Eine Moglichkeit der Gehaltsbestimmung von Alkaloiden besteht in der quan-
titativen Aufarbeitung der mit Alkaloidfillungsmitteln erhaltenen Niederschlige.
Voraussetzung dafiir ist, dass die Derivate praktisch unléslich sind und eine von
Konzentrations- und Mengenverhiltnissen unabhingige und konstante Zusammen-
setzung aufweisen. Ist dies der Fall, so konnen die Niederschlige durch Trock-
nung in eine Wigeform iibergefithrt und gravimetrisch bestimmt werden.

Als Fillungsreagenzien zur quantitativen Alkaloidbestimmung werden neuer-
dings Reineckesalz und Tetraphenylbornatrium herangezogen (s. Seite 14,15), Aus
der Literatur ersahen wir gravimetrische Bestimmungsmethoden fiir Atropin und
Ephedrin durch Fillung als Tetraphenylborat bzw. fiir Atropin als Reineckat,
welche wir auf ihre Brauchbarkeit und Zuverlidssigkeit iiberpriiften. Im Laufe der
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. Untersuchungen klirten wir die Auswirkung verschiedener Faktoren, wie fiir die
Féllung bzw, Filtration optimale Einwaage, Menge des Waschwassers und Trock-
nungstemperatur, auf die Resultate ab, Ausfiihrung 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-
lduft die Reineckatfillung filr Atropin nicht ganz quantitativ. Hingegen ergab die
Bestimmung von Atropin durch Féllung als Tetraphenylborat brauchbare, wenn
auch etwas streuende Werte,

Ganz allgemein sehen wir von der Verwendung gravimetrischer Methoden
flir Pharmakopde-Zwecke jedoch ab, da diese durch die zeitraubende Trocknung
zur Gewichtskonstanz recht arbeitsreich sind, und zur Gehaltsbestimmung der in
dieser Arbeit gepriiften Substanzen andere zuverlissige Verfahren zur Verfiigung
stehen.

2.6.3. Massanalytische Methoden

2.6.3.1, Alkalimetrische Gehaltsbestimmungen

Alkaloidbasen lassen sich alkalimetrisch bestimmen, sofern deren Basizitit
hinreichend ist und sie in Wasser-Weingeist-Gemischen geniigende Loslichkeit
aufweisen. Alkalimetrische Gehaltsbestimmungen haben wir fiir Atropinbase, Atro-
pinsulfat (Fillung und Ausschiittelung der Base) und Ephedrinbase vorgenommen,
indem wir nach den Vorschligen zur Ph,Helv, VI ca. 1 Millidquivalent der Sub-
stanzen, bzw. bei Atropinsulfat die mit einem Gemisch von Chloroform und Iso-
propylalkohol isolierte Base, in Aethanol 70% ldsten und mit 0,1 N-Salzsiure un-
ter Verwendung von Taschiro-Indikator RS bis zum Farbumschlag nach Rotviolett
titrierten. Ausserdem verwendeten wir fiir verschiedene Titrationen das in der
Ph. Helv, V gebriuchliche Methylrot RS. Durch Ausfiihrung elektrometrischer Ti-
trationen unter Mitfiihren des Indikators stellten wir fest, welcher der genannten
Indikatoren besser geeignet sei, Aus den Titrationskurven, die wir in den betref-
fenden Einzelartikeln anfithren, geht hervor, dass die Umschlagsgebiete beider
Indikatoren im Bereich des grdssten Potentialsprungs (Aequivalenzpunkt der zu
titrierenden Base) liegen. Somit erweist sich sowohl Methylrot RS als auch Ta-
schiro-Indikator RS fiir die Titrationen als geeignet.
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Die meisten Monographien filhren eine indirekte Bestimmung aus, indem die
Losung der Alkaloidbase mit einem Ueberschuss an 0,1 N-Salzsiure versetzt,
welcher dann mit 0,1 N-Natronlauge zuriicktitriert wird. Wir haben fiir Atropin-
base und Ephe(frinbase auch das indirekte Verfahren angewandt, konnten damit
aber keinen Vorteil gegeniiber der direkten Bestimmung feststellen, Zur Gehalts-
bestimmung von Atropinbase und Ephedrinbase schlagen wir daher die rasch durch-
fiihrbare und zuverlidssige direkte alkalimetrische Titration vor. Fiir Atropinsul-
fat ergaben sich zu tiefe Werte, was auf Verluste bei der Isolierung der Base
zuriickzufiihren ist.

2.6.3.2, Acidimetrische Gehaltsbestimmungen

Bei einigen Alkaloidsalzen zogen wir die Titration des Siureanteiles 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 Rotung des Phenolphthaleins durch die Atropinbase vermie-
den wird.

Bei den ausgefiihrten Bestimmungen ergaben sich durchwegs etwas hohe Re-
sultate. Der Sdureanteil scheint geringen Schwankungen zu unterliegen, die sich
bei den gepriiften Substanzen allerdings innerhalb der tolerierten pH-Intervalle
bewegen, Bei Substanzen, welche wie z.B. Ergotami}ltaztrat ein sehr hohes Mo-
lekulargewicht aufweisen, wirkt sich ein nur geringer S#Hureiiberschuss auf das
Endresultat gewichtig aus, Die Bestimmung des therapeutisch wichtigen Basenan-
teils ist daher gerade fiir Substanzen mit hohem Molekulargewicht unerlisslich.

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 Sdureanteil der Verbindungen an. Eine weitere Anwendungsmoglich-
keit der Argentometrie, wobei der Basenanteil der zu untersuchenden Substanzen
erfasst wird, besteht in der massanalytischen Bestimmung der mit einigen Alka-
loidfdllungsmitteln erhaltenen Derivate,

Fiir 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 filhrten wir nach der Vorschrift der Ph,Helv,V aus,
die indirekte Bestimmung erfolgte unter Verwendung von Nitrobenzol, wie es der
Kommentar zur Ph,Hely,V fiir Chlorid-Titrationen nach Volhard allgemein
empfiehlt, Wie wir feststellten, lieferten beide Verfahren fiir Ephedrinhydrochlo-
rid etwas hohere Werte, als sie sich bei Bestimmungen des Basenanteiles erga-
ben, woraus zu schliessen ist, dass die stdchiometrischen Verhiltnisse 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 Riidorff und Zannier (8) fiir die Bestimmung von Kalium
ausgearbeiteten Verfahren, welches sich nach Schultz und Goerner (9) auf
die Bestimmung von stickstoffhaltigen Arzneistoffen, darunter auch auf Alkaloide,
tibertragen lidsst. Das Verfahren beruht darauf, dass die Tetraphenylborsidure
ein in Azeton schwer 1dsliches Silbersalz bildet, das Tetraphenylbor-Ion lisst

sich daher wie Halogen-Jon titrieren:
@, ©] @ © _ ® (6]
(a1 5®- B(c ) O]+ Ag® + NO,° = AgB(C H,), + Alk.H® + NO,

Ein Aequivalent Silber entspricht somit einem Aequivalent B(CGHS) 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 Ausfiihrung
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 umsténd-
lich und zeitraubend und fallen daher als Pharmakopde-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 geldst, mit Fehling II zersetzt, und das hierauf
im Ueberschuss zugesetzte Silbernitrat mit Ammoniumrhodanid unter Verwendung
von Eisenammoniumalaun als Indikator zuriicktitriert wird., Der Umschlagspunkt
ist infolge Adsorption des Indikators an den Niederschlag zu wenig scharf, so
dass leicht iibertitriert wird, und die Resultate dann zu tief ausfallen, Um diese
Fehlerquelle auszuschalten, filtrierten wir den Niederschlag ab und fiihrten die
Bestimmung mit einem aliquoten Teil der Losung durch. Wie wir bereits bei der
gravimetrischen Bestimmung feststellten, scheint die Féllung von Atropin als
Reineckat nicht ganz quantitativ zu verlaufen, was auch die bei der Titration er-
haltenen sehr tiefen Werte zu erkldren vermag.

2.6.3.4. Titration mit Perchlorsiure in Eisessig

Alkaloide mit sehr schwach basischen Eigenschaften sind in wissriger Lo-
sung nicht mit hinreichender Genauigkeit titrierbar, weil die bei der Neutralisa-
tion entstehenden Salze zu stark hydrolysieren., Wird jedoch anstelle von Wasser
ein anderes Losungsmittel, z.B. wasserfreier Eisessig, verwendet, so wird die
massanalytische Bestimmung schwach basischer Alkaloide ermoglicht, da diese
in genanntem Ldsungsmittel den Charakter stdrkerer Basen annehmen. Die theo-
retischen Grundlagen fiir die Entwicklung von Titrationsmethoden in wasserfreien
Losungsmitteln waren durch die Bronsted'sche Siure-Basen-Theorie gegeben (12),

Ueber die Entwicklung und die praktische Ausfiihrung der Titrationen in
wasserfreien Medien im allgemeinen, und der Titrationen mit Perchlorsiure in
Eisessig im speziellen, orientierten wir uns bei Résli (13), wo neben den zum
Verstindnis der Vorginge notwendigen theoretischen Erklirungen eine Zusammen-
stellung der wichtigsten auf diesem Gebiet erschienenen Arbeiten gegeben wird.

Die Titration einer schwachen Base mit Perchlorsiure in Eisessig verliuft

nach folgender Gleichung:
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Base  + CH,COOH =>Base - H® + cH,c00®

+  CH,COOH =>cClo,® +  CH,COO0H®

3 4 2

H_C'IO4

2 CH,COOH 4——0113000e + CH

+ Perchlorat der Base

@
3COOH2

Ein Vorteil der wasserfreien Titrationsmethode besteht darin, dass ausser
den Alkaloidbasen auch Alkaloidsalze mit organischen Siureresten 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 SHureanteil bestimmt. Somit ist die Gehalts-
bestimmung vieler Alkaloidsalze moglich geworden, fiir deren Bestimmung man
frilher zu komplizierten Verfahren greifen musste,

Wir haben die Titration mit Perchlorsdure in Eisessig fiir Atropinbase,
Ephedrinbase, Ephedrinhydrochlorid, Ergotamintartrat und Reserpinbase vorge-
nommen, Zur Bestimmung gelangten jeweils ca. 0,5 - 1 Milliiquivalent der -
wenn nichts anderes vermerkt - getrockneten Substanzen, welche wir in der vor-
geschriebenen Menge wasserfreien Eisessigs 18sten. Um den Einfluss der Luft-
feuchtigkeit auszuschalten wurden der Vorlage noch 3 ml Essigsiureanhydrid zuge-
setzt. Bei Ephedrinhydrochlorid, wo wegen der Moglichkeit einer Azetylierung
kein iiberschiissiges Essigsdureanhydrid anwesend sein darf, kann durch Zusatz
von Dioxan die endpunktverzidgernde Wirkung der Luftfeuchtigkeit vermindert
werden, Zur Bindung der Chlorid-Ionen gelangte bei der genannten Substanz aus-
serdem noch gesittigte Quecksilberazetatlosung in Eisessig zur Anwendung. Als
Massldsung verwendeten wir 0,05 - 0,1 N-Perchlorsidure in Eisessig, als Indika-
tor Kristallviolett RS, welches sich zur Titration sdmtlicher untersuchter Sub-
stanzen als geeignet erwies. Die Farbinderung von Kristallviolett verlduft von
Violett iber Blau, Griinblau, Griin, Gelbgriin nach Gelb. Da die Farbe des Indi-
kators, auf welche titriert werden muss, mit der Stirke der Base variiert, haben
wir unter Mitfilhren des Indikators fiir die einzelnen Substanzen das Potential am
Endpunkt bestimmt. Aus den Titrationskurven, welche wir in den Einzelartikeln
anfiihren, ist die Farbénderung des Indikators nach Zusatz jeweils gleicher Volu-
menteile der Massldsung ersichtlich, Beim grissten Potentialsprung erfolgte der
Indikator-Umschlag von Reinblau nach Griinstichigblau bzw. von Violettstichigblau
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nach Reinblau, Die potentiometrischen Bestimmungen, die wir fiir jedes Substanz-
muster durchfiihrten, erfolgten mit dem auf Potentiometrie umgeschalteten Me-
trohm-pH-Meter unter Verwendung einer hochohmigen Glas- und einer gesittigten
Kalomel-Bezugselektrode, Das fiir die Titrationen verwendete Gefiss mit seit-
lichem Einfiihrungsstutzen fiir die Elekirode war mit einem Gummistopfen, wel-
cher eine Oeffnung fiir die Biirettenspitze, sowie einen Spalt als Luftventil auf-
wies, verschlossen. Die Massltsung wurde in einer automatischen Biirette iber
Kalziumchlorid aufbewahrt. Die bei der Bestimmung von Ephedrinbase beziiglich
der Apparatur getroffenen besonderen Massnahmen sind im Einzelartikel beschrie-
ben.

Die Titration mit Perchlorsiure in Eisessig stellt eine zuverlissige, rasch
durchfiihrbare 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 Perchlorsidure in Eisessig zur Ge-
haltsbestimmung von Ephedrinhydrochlorid, Ergotamintartrat und Reserpinbase

vor,

2.6.3.5. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl

Diese Methode kann zur Gehaltsbestimmung stickstoifhaltiger Substanzen
herangezogen werden, Sie beruht darauf, dass manche organische Stickstoffver-
bindungen beim Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsiure und einem geeigneten
Katalysator ihren Stickstoff in Form von Ammoniak abspalten. Nach Zerstdrung
der organischen Verbindung wird das Reaktionsgemisch mit Wasser verdiinnt,
mit Lauge alkalisch gemacht, das hierdurch in Freiheit gesetzte Ammoniak mit
Wasserdampf iberdestilliert, in S&ure 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 fiir die Gehaltsbestimmung von Alkaloidsalzen angewendet,
erlaubt die Bestimmung des therapeutisch wichtigen Basenanteiles, wobei aller-
dings stickstoffhaltige Verunreinigungen bzw. Verfilschungen miterfasst werden.
Dagegen ist jedoch anzunehmen, dass solche bereits bei den Reinheitspriifungen

erkannt wiirden,
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Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl, welche in die Ph.Helv, VI aufgenom-
men werden soll, wurde fiir alle in dieser Arbeit untersuchten Substanzen als
zusitzliche Gehaltsbestimmung vorgenommen, In der Ausfiihrung hielten wir uns

an die fiir 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 (¥ 0,1 g) Katalysator fiir Stickstoffbestim~
mung nach Kjeldahl. Die Substanzeinwaage erfolgt mit Hilfe einegs stick-
stoffreien Papierschiffchens so, dass am Kolbenhals keine Substanz kleben
bleibt, Man iibergiesst nun mit 5 ml konzentrierter Schwefelsdure RS, wo-
bei dafiir zu sorgen ist, dass die Substanz mit der Schwefelsiure vollstin-
dig benetzt wird. Bei Substanzen, die wihrend des Aufschlusses zu star-
kem Schdumen neigen, werden noch ca. 5 mg Stearinsiure 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 Schiu-
men und Aufblihen der Mischung aufhdren. Einige Substanzen bilden von
Anfang an klare Ldsungen, Dann schraubt man die Flamme langsam hoher,
bis die Fliissigkeit gleichmissig und kriftig siedet. Es ist aber dafiir zu
sorgen, dass wihrend des Siedens die Schwefelsdure nicht hoher als bis
ca. in die Mitte des Kolbenhalses aufsteigt. Die notige Aufschlusszeit ist
fiir jede Substanz in den entsprechenden Artikeln angegeben. In der Regel
ist fiir nicht ringgebundene Stickstoffe 1 Stunde, fiir ringgebundene Stick-
stoffe 2 - 3 Stunden erforderlich. Etwas lingere Aufschlusszeiten schaden
nicht. Nach beendigtem Aufschluss muss eine klare, farblose Losung vor-
liegen, Nach dem Erkalten verdiinnt man mit 20 ml Wasser in einem Guss
und kiihlt den Kolben unter fliessendem Wasser rasch auf Zimmertempera-
tur ab. Die leere Apparatur wird zunichst mit Wasserdampf bei abgestell-
tem Kiihler widhrend ca. 15 Minuten ausgedimpft. Dann spiilt man die kalte,
verdiinnte Aufschlusslosung 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 BorsdurelGsung fiir Stickstoffbestimmung nach
Kjeldahl vor, so dass das Kiihlrohr eintaucht. Durch Einfiilhren von 20 ml
Thiosulfatlosung durch den Trichter C wird alkalisiert und sofort die Was-
serdampidestillation in Gang gesetzt. Vom Moment an, da die Indikator-
farbe nach Griin umschligt, wird 10 Minuten destilliert. Dann senkt man
die Vorlage so weit, dass das Kiihlrohr 0,5 - 1 cm iiber die Fliissigkeit
zu stehen kommt und destilliert noch 3 Minuten, Dann ldsst man vollstin-
dig abtropfen. Das Kiihlrohr wird mit wenig Wasser aussen abgespritzt,
worauf man die Vorlage entfernt. Man titriert mit 0,05 N-Salzsiure 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 - J0.04-a-f
LN = —%00-a-1

b
ml 0,05 N-Salzsiure
Einwaage in mg
Faktor der 0,05 N-Salzsiure

-
LT



- 38 -

Abb. 1 Fiir die Ph.Helv. VI vorgeschlagene Apparatur zur Stickstoffbestim-
mung nach Kjeldahl.
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Erfahrungen: Anstelle von stickstoffreien Papierschiffchen kdnnen bei
der Einwaage der Substanz mit Vorteil Ampullenbdden verwendet werden. Wie
wir feststellten, muss die Wasserdampfdestillation linger in Gang gehalten wer-
den als in der Vorschrift angegeben wird, Vom Moment des Indikator-Umschlags
nach Griin muss anstatt 10 mindestens 15 Minuten destilliert werden, damit nicht
zu tiefe Werte resultieren, Mit den in den Einzelartikeln angegebenen Aufschluss-
zeiten und einer lingeren Destillationsdauer ergaben sich fiir alle gepriiften Sub-
stanzen einwandfreie Ergebnisse. Die Methode, welche anfinglich etwas kompli-
ziert erscheinen mag, ist bei einiger Uebung und Einarbeitung verhiltnismissig
rasch durchfiihrbar., 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 ausfiihrbar und
bei Anwendung geeigneter Messinstrumente verhdltnisméssig empfindlich zu sein,
bestehen fiir die zu untersuchenden Substanzen zahlreiche Publikationen, aber nur
wenige dieser Verfahren eignen sich zur Aufnahme in ein Arzneibuch.

Bei den zur Alkaloidbestimmung angewandten kolorimetrischen Verfahren
handelt es sich einerseits um die quantitative Auswertung der zum Nachweis von
Alkaloiden gebriuchlichen Farbreaktionen, andererseits konnen die mit Alkaloid-
fidllungsmitteln erhaltenen Niederschlige nach Abtrennen und Wiederauflosen fiir
kolorimetrische Messungen herangezogen werden, Eine weitere Moglichkeit besteht
in der chemischen Umwandlung der Substanzen in Derivate oder Abspaltung von
Molekiilbruchstiicken, deren kolorimetrische Konzentrationsbestimmung moglich ist.
Zur Bestimmung der zu priifenden Alkaloide finden sich in der Literatur Verfahren,
welche von allen genannten Moglichkeiten Gebrauch machen, und die wir jeweils
in den betreffenden Einzelartikeln anfiihren,

Einer experimentellen Ueberpriifung haben wir zwei Verfahren unterzogen,
da diese uns fiir Pharmakopde-Zwecke brauchbar erschienen, zumal sie auch von
anderen modernen Arzneibiichern zur Gehaltsbestimmung empfohlen werden. Die

kolorimetrische Bestimmung nach van Urk, die wir fiir Ergotamintartrat und
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Dihydroergotamin-methansulfonat vorgenommen haben, beruht auf der Blaufirbung,
welche sich durch Reaktion der Alkaloide mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in Ge-
genwart von konzentrierter Schwefelsidure und unter Einfluss eines Oxydationsmit-
tels (FeCls) einstellt, Wir haben fiir beide Substanzen - fiir die Bestimmung von
Ergotamintartrat stand eine Standardsubstanz zur Verfligung - mit der Stickstoff-
bestimmung nach Kjeldahl, sowie bei Ergotamintartrat mit der Perchlorsiure-Ti-
tration vergleichbare Ergebnisse erhalten,

Das zur Gehaltsbestimmung von Reserpinbase ausgefiihrte kolorimetrische
Verfahren beruht auf der Umwandlung von Reserpin in 3-Dehydro-reserpin,
welche sich unter Einwirkung von Natriumnitrit und konzentrierter Salzsdure voll-
zieht. Das Umwandlungsprodukt ist von griinlich-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 Perchlorsiure-Titration vergleichbare Werte.

Fiir die Messungen stand uns im Spektralphotometer Zeiss PMQ II ein Ge-
rdt von hoher Prizision zur Verfiigung.

Fiir die Gehaltsbestimmung von Ergotamintartrat und Reserpinbase bringen
wir keine kolorimetrischen Verfahren in Vorschlag, da uns die fiir genannte Sub-
stanzen anwendbare Perchlors#iure-Titration als Methode der Wahl erscheint, Hin-
gegen mochten wir fiir 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 hiufiger zur
Gehaltsbestimmung von Alkaloiden herangezogen, wohl auch, weil das Verfahren
den Vorteil aufweist, mit sehr geringen Substanzmengen auszukommen. Wir haben
unsere diesbeziiglichen Untersuchungen bereits im Kapitel "Physikalisch-chemische
Reinheitspriifungen" (s.Seite 22) aufgefiihrt. Die Bestimmung von E}?m, welche
wir in dieser Arbeit fiir Dihydroergotamin-methansulfonat, Ergotamintartrat und
Reserpinbase als Reinheitspriifung vorgenommen haben, ist gleichzeitig ein Mass

fiir den Gehalt des betreffenden Alkaloides.
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2.7, REAGENZIENLISTE

Wo immer es mdglich war, versuchten wir mit dem Reagenziensatz der
DPh, Helv. V und der Supplemente auszukommen. Die nachfolgend beschriebenen
Reagenzien waren fiir unsere Untersuchungen jedoch unumginglich, Die mit *)
versehenen Reagenzien werden als Neueinfithrung vorgeschlagen bzw. den Vor-
schldgen fiir die Ph, Helv, VI entnommen. Nach der Nomenklatur der Ph.Helv.VI
werden alle Reagensldsungen mit "RS" bezeichnet.

Aluminjumchlorid *) (ca. 0,2 n) : 2,7 g Aluminiumchlorid, AlCl (Mol. -Gew.
133, 4) werden in Wasser zu 100 m1 gelost

Ammoniumreineckat: 0,5g Ammoniumreineckat, Cr(NH ) (SCN) NH, - H, O (Mol. -
Gew. 354,5) werden m1t 20 ml Wasser wihrend emer Stunde gegchuttelt und die
Losung filtriert. Das Reagens muss innerhalb 48 Stunden verwendet werden,
Priifung: Vgl. USP XV, p. 964.

Ammoniumsulfamat: NH4OSOgNHy (Mol. ~Gew. 114,1) Smp. 130 - 1330, weis~
ses geruchloses kristallines Pulver, welches sich beim Erhitzen zersetzt. Leicht
16slich in Wasser.

Priifung: Vgl. USP XV, p. 964,

Borsiurelsung zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl *):

Darstellung: 30 g Borsédure werden in heissem Wasser zu 1 Liter geltst, Einem
Liter dieser Ldsung mischt man 10 ml Indikatorlosung fiir Stickstoffbestimmung
nach Kjeldahl zu,

Priifung: 1 Volumen der mit Indikatorlosung versetzten Borsidure muss beim Ver-
diinnen mit 2 Volumen Wasser die Umschlagsfarbe des Indikators zeigen (rotstichi-
ges Violett). Andernfalls ist mit Salzsdure oder Natronlauge zu korrigieren.

Dragendorff-Reagens *): (ca. 0,05 n): 1,5 g Bismutum subnitricum werden in
der Mischung von 7,5 ml verdiinnter Salpetersiure RS und 80 ml Wasser unter
Erwirmen geldst. Diese Losung wird allmihlich in eine L&sung von 7,5 g Kalium
iodatum + 10 ml Wasser eingetragen, Dann wird abkiihlen gelassen, auf 100 ml
mit Wasser erginzt und wenn notig filtriert,

Dragendorff-Reagens fiir Papierchromatographie *) nach Munier und Mache-
boeuf, Bull. soc. Chim.biol. 32, 192,304 (1I950) :

Losung A: 0,85 g Bismutum subn1tr1cum werden in der Mischung von 40 ml Was-
ser und 10 ml Eisessig gelost.

Loésung B: 8 g Kalium iodatum werden in 20 ml Wasser geldst.

Verbrauchslosung: 5 ml Losung A + 5 ml Losung B werden mit 20 ml konzentrier-
ter Essigsdure RS + 100 ml Wasser verdiinnt,

Goldchlorwasserstoffsdure (Goldchlorid): 0,2 g HAuCl4 + 3 H20 (Mol. -Gew. 393,9)
werden in Wasser zu 10 ml geldst,
Priifung: Vgl. Brit. Ph.1958, p. 760
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n-Heptan *): CH3(CH )5CH (Mol. ~Gew. 100,2), farblose Fliissigkeit mit einem
Stedepankf von 98°4%ufdeindm Brechungsindex von np20 = 1,388, Aufbewahrung:
Vor Feuer geschiitzt.

IndikatorlSsung fiir Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl *): 0,080 g Bromkresol-
griin und 0, g Methylrot werden in Aethanol 94 % zu 100 ml geldst.

Kalignost *): 3,4 g Tetraphenylbor-Natriumsalz, (CgqHs)4BNa, (Mol. -Gew. 342,2)
wergen in 90 ml Wasser geldst und diese LOsung mit Aluminiumchlorid RS bis
pH ca. 6 - 7 versetzt. Dann wird mit Wasser auf 100 ml erginzt und filtriert.

Kaliumazetat *) (ca. 2 n): 10 g Kaliumazetat, CH,COOK (Mol. -Gew, 98,15) wer-
den in Wasser zu 100 ml geldst.

Katalysator fiir Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl *): 3 g gelbes Quecksilberoxyd
werden mit 97 g Kaliumsulfat gleichmissig verrieben,

Ninhydrin: 0,1 g Ninhydrin (CgH604, Mol. ~-Gew. 178,15) werden in Methylalko-
hol zu 100 ml gelost.

Silikowolframsiure: 5 g 8i02 *+ 12 WO3 - nH20 (Mol. -Gew. der wasserfreien
S3ure 2844) werden mit Wasser zu 100 ml geldst.
Priifung: Vgl. Brit. Ph.1958, p. 789.

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

Thiosulfatlauge fiir Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl *): Zu einer 40 %igen
L3sung von stickstoffreiem Natriumhydroxyd in Wasser werden 2 % Natriumthio-
sulfat zugesetzt.

Wasserstoffsuperoxyd, konzentriertes *) = Hydrogenjum peroxydatum concentra-
tum

Zimtaldehyd *): 1,0 g Zimtaldehyd, CgH5CH=CHCHO (Mol. -Gew. 132,15) werden
in Methylalkohol zu 100 ml geldst.
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3. SPEZIELLER TEIL
3.1. GLIEDERUNG DES TEXTES

Da es sich bei den untersuchten Substanzen um Alkaloide verschiedener
chemischer Struktur handelf, wurde jede Substanz in einem in sich abgeschlosse-
nen Abschnitt beschrieben, welcher neben einer Aufstellung der aus der Literatur
ersichtlichen Daten und Priifungsmethoden unsere eigenen Untersuchungen und
Ergebnisse enthdlt, Dieses Vorgehen gestattet die Moglichkeit, einzelne Reaktio-

nen an Ort und Stelle zu kommentieren.,

3.2, ANORDNUNG DER ABSCHNITTE

Zur ibersichtlichen Gestaltung wurden die Abschnitte in verschiedene Unter-
abschnitte gegliedert.

3.2.1, Definition, Nomenklatur, Konstitutionsformel und Be-

zeichnung

Zu Beginn eines jeden Artikels filhren wir eine Definition der Substanz, die
Konstitutionsformel, sowie die verschiedenen Bezeichnungen (Pharmakopbebezeich-

nungen, Trivialnamen, Spezialititennamen) an.
3.2,2. Vorkommen
Da die untersuchten Substanzen Drogeninhaltsstoffe darstellen, geben wir

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

loide, von denen wir vielfach auch Konstitutionsformeln anfiihren,
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3.2.3. Darstellung, Mdogliche Verunreinigungen

In diese Abschnitte entfallen Beschreibung der verschiedenen Extraktions-
verfahren und Formulierung der mdglichen Synthesewege, sowie daraus abgelei-

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

3.2.4, Priifungen

Diese sind eingeteilt nach:

Sinnenpriifung
Identitétspriifungen
Reinheitspriifungen

Quantitative Bestimmungen

Die papierchromatographische Priifung ist unter "Identititspriifungen" aufgefiihrt.
Die Reinheitspriiffungen umfassen: physikalisch und physikalisch-chemische Priifun-
gen sowie chemische Reinheitspriiffungen. Die Bestimmung des Schmelzbereiches
ist unter "physikalisch-chemische Priiffungen" eingereiht. Unter "Quantitative Be-
stimmungen” finden sich die Bestimmung des Feuchtigkeitsgehaltes (bzw. Was-
sergehalt oder Gehalt an Kristallésungsmittel) sowie die Gehaltsbestimmungen.

3.2.5, Untersuchung von Handelsmustern

Im Anschluss an den Abschnitt "Gehaltsbestimmungen" geben wir jeweils
eine tabellarische Zusammenstellung iiber die Priifungsergebnisse der untersuch-
ten Handelsmuster, aus welcher ersichtlich ist, wie sich die verschiedenen Mus-~

ter bei der von uns vorgeschlagenen Priifung verhalten haben.
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3.2.6, Abfassung von Monographievorschligen

Den Abschluss bilden die Monographievorschlige, 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-Tropaséiure-tropinester

CH2-—- (IJH ClJH2 (“)

III——CI-I3 ?H—O—C—?H—@
CHZ———CH——CH2 CHZOH
CI7H2303N Mol. -Gew. 289,4
Atropine USP XIV, p.60; Brit, Ph,1958 p. 62

Codex Gall, 7, p.78
Atropinum Ph. Int, Vol. I, p.45
Atropina F.Espan.IX, p. 129
Vorkommen

Atropin, -welches aus verschiedenen Solanaceenarten gewonnen wird, ist pri-
mér in den frischen Drogen, wie beispielsweise in Radix Belladonnae, nicht oder
nur in geringen Mengen vorhanden. Es entsteht bei der Verarbeitung der Droge
erst sekundir durch Razemerisierung aus dem Hauptalkaloid, 1-Hyoscyamin,

Bildung

Bedingungen, wie Erhitzen im Vakuum, Einwirkung von starken Alkalien in
kalter, alkoholischer L&sung oder in Ammoniak (14), Gegenwart von Tropin (15),
sogar siedendes Chloroform (16) oder kaltes Wasser (17) konnen die Umwandlung
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von l-Hyoscyamin in das razemische Atropin bewirken. Bei der Extraktion von
1-Hyoscyamin muss deshalb die Einwirkung von Wirme und Alkali méglichst 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 wissriger
Natriumkarbonatldsung befeuchtet und mit Aether oder Benzol extrahiert. Die
Alkaloidbasen werden mit Essigsiure aus dem organischen Losungsmittel aus-
gezogen, und die saure Losung wird solange mit Aether geschiittelt bis dieser
noch gefdrbt ist. Dann werden die Basen mit Natriumkarbonat in Freiheit gesetzt,
und der Niederschlag nach Waschen und Trocknen in Aether oder Azeton geldst.
Diese Losung wird mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und dann filtriert.
Nach Konzentrieren und Kiihlen der Losung kristallisieren Atropin und Hyoscya-
min aus, Die rohe kristalline Masse wird filtriert und in Alkohol geltst, Nach
Zusatz von Natriumhydroxyd wird die Losung bis zur vollstindigen 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 iiber seinen Schmelzpunkt.

b) Durch Synthese:
Umsetzen von Tropinchlorhydrat mit Acetyltropasiurechlorid in der Wirme:

CHZ——(,':H (,ZH2 o
HT -CH3 (I:HOH *Cl¥+Cl-C - (|?H
CH;—CH CH, CH, - 0-C - CH
I 8
Tropinchlorhydrat Acetyltropasiurechlorid

Das nach D.R.P. 151189 erhaltene Acetyltropyltropein wird nach Buchler
(21) mit dem 5-fachen Volumen konz, Salzsiure 24 Stunden lang bei gewdhnlicher
Temperatur stehen gelassen, wodurch die Abspaltung der Acetylgruppe bewirkt
wird. Dann wird das Reaktionsprodukt alkalisch gemacht zur volligen Ausfillung
der Alkaloidbase.

Die Synthese von Tropin nach Robinson (22) ist die folgende:
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CH,—CHO H H—CH—COOR  CH,— CH——CH—COOR
+ rlir-cn3 + cl:=o — II\T-CHs C=0 Verseifung
CHZ——-—CHO H H—CH—COOR CHZ—- CH——CH—COOR
Succindialdehyd Methylamin Acetondicarbonsiureester Tz;opinondicarbons:‘iure-
ester

CHZ—(IZH—CllH—COOH ) CHZ---—CH——-CH2 CHZ_ ClH-—--(ll'H2

rlsz-cn3 C=0 2€0% Il\I-CH3 T:o i I|\I-CH3 <|:H-0H
CHZ—-CH——CH—COOH CHZ—CH———CH2 CHZ—CH—- CH2

Tropinondicarbonséure Tropinon Tropin

dl-Tropasdure ist auf folgendem Wege zugiinglich:
Na- Alkoholat Reduktion

QCHZCOOR + ROOCH —>©-CHCOOR _— CHCOOR
I |

CHO CHZOH
Phenylessigester Ameisenséureester Tropasédureester

Mogliche Verunreinigungen

Andere Solanaceenalkaloide, wie Hyoscyamin, Scopolamin, Apoatropin, Bel-
ladonin, Tropin; ferner dl-Tropasdure, Atropasdure; Natrium ,Kalium, Kalzium,
Sulfat, Chlorid, Karbonat, Azetat.

Sinnenpriifung

Vier der fiinf gepriiften Muster stellten weisse kristalline Pulver dar, wo-
von eines von ganz besonders feiner Struktur war. Ein Muster bestand aus farb-
losen, nadelfsrmigen Kristallen, Simtliche Muster waren vdllig geruchlos. Von
einer Geschmacksprobe haben wir in Anbetracht der Giftigkeit der Substanz ab-
gesehen,
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Identitétspriifungen

Stammlosung: Auf die Herstellung einer wissrigen Stammlésung von genau
bekannter Konzentration musste wegen der Schwerldslichkeit der Substanz in Was-
ser verzichtet werden. Wir verwendeten fiir einige Reinheitspriifungen eine heiss-

gesittigte Losung, die wie folgt erhalten wird:

"0,3 g Substanz werden mit 9 ml siedend heissem Wasser in einem Rea-
gensglas mit Glasstopfen widhrend 1 Minute kriftig geschiittelt. Das nach
dem Erkalten erhaltene Filtrat dient als Stammldsung S L "

Nachweis der Atropinbase:

Farbreaktion nach Vitali; Als Identitéitsreaktion figuriert in den Monogra-

phien die Vitali'sche Farbreaktion, welche nicht spezifisch ist auf Atropin, son-
dern mit allen Tropaséurealkaloiden positiv ausfillt. Sogar Veratrin, Strychnin
und Apomorphin geben Zhnliche Firbungen, doch sind diese schmutzig-violetten
Firbungen nicht mit der reinen violetten Farbe der Tropasdurealkaloide 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 Porzellanschilchen mit 5 Tropfen
konzentrierter Salpetersdure RS und verdampft auf dem Wasserbad zur
Trockne, so bleibt ein Riickstand, der nach dem Erkalten auf Zusatz
von 5 Tropfen weingeistiger Kalilauge eine violette Firbung zeigt."
Als sinnvolle Ergidnzung der Vitali-Reaktion ist die Bestimmung des Schmelz-
bereiches der Base, sowie die Priifung auf Abwesenheit einer optischen Drehung
zu bezeichnen, Erst nach Ausfiihrung dieser drei Bestimmungen ist eine eindeu-

tige Identifizierung moglich.

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

Tetraphenylborate der Solanaceenalkaloide folgende Schmelzintervalle an:

Atropintetraphenylborat 141 - 144°
Hyoscyamintetraphenylborat 142 - 145°
Scopolamintetraphenylborat 145 - 148°
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Atropintetraphenylborat wurde wie folgt hergestellt:

"50 mg Atropinbase wurden in einem Becherglas von 100 ml Inhalt mit
10 Tropfen verdiinnter Essigsiure RS in Losung gebracht. Dann wurden
50 ml Wasser und 3 Tropfen Aluminiumchlorid RS zugesetzt und die
Mischung auf 70° erwirmt, Die heisse LSsung wurde tropfenweise mit
2,6 ml Kalignost RS unter stindigem Umriihren mit einem Glasstab ver-
setzt und das Féllungsgemisch darauf 2 Stunden im Eisschrank belassen.
Dann wurde der kristalline Niederschlag abgenutscht, mit 25 ml 0,2%iger
Essigsiure 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:

unkorr, Wert korr. Wert
Atropintetraphenylborat 128 - 132° 129,7 - 133,9°
Hyoscyamintetraphenylborat 129 - 133° 130,9 - 134,90
Scopolamintetraphenylborat 133 - 137° 134,9 - 137,4°

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 Veridnderung 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°)

Fiir die Herstellung von Atropinreineckat legten wir folgende Vorschrift zu-
grunde:
60 mg Atropinbase wurden in 20 ml 0,1 N-Salzsédure gelost und die Lo-

sung mit 30 ml Wasser versetzt., Durch Zusatz von 50 ml Aluminium-
reineckat RS wurde das Alkaloid gefdllt, das Fillungsgemisch 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 Wirme 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 Fillung anfinglich schwer filtrierbar war. Es ist blasser rit-
lich gefirbt als die Reineckate von Atropin und Hyoscyamin.

Die von uns ermittelten Schmelzbereiche (unter Zersetzung) betragen:

unkorr, Wert korr. Wert
Atropinreineckat 156 - 158° 159 - 161,1°
Hyoscyaminreineckat 155 - 157° 157,9 - 160°
Scopolaminreineckat 167 - 168° 170,5 - 171,6°

Da die Reineckate unter Zersetzung schmelzen (die Verfirbung 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 betrigt nach den Literaturangaben:

Atropinpikrat Hyoscyaminpikrat
Merck Index 6" Ed. (59) 175 - 176° 165 - 166°
Carr und Reynolds (26) 175 - 176° 165 - 166°
Mihlemann und Biirgin (27) 175 - 176° 162°

King (25) gibt fiir Scopolaminpikrat, welches aus Scopolaminhydrobromid von
Pharmakopte-Qualitit 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-
sdure RS und 5 ml Wasser geldst. Dann wurden tropfenweise 2 ml Pikrin-
sdure RS zugesetzt, Der entstandene Glige Niederschlag wurde durch
leichtes Erwidrmen wieder in Ldsung gebracht. Das nach dem Erkalten
auskristallisierte Pikrat wurde abgenutscht, mit 5 ml Wasser gewaschen
und bei 103 - 105° getrocknet".
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Die Schmelzbereiche von Atropinpikrat, sowie der in gleicher Weise herge-
stellten Pikrate von Hyoscyamin und Scopolamin betragen:

unkorr. Wert korr. Wert
Atropinpikrat 171,5 - 173,5 175,7 - 177,3
Hyoscyaminpikrat 161,0 - 163,0 164,2 - 166,3
Scopolaminpikrat 162,0 - 163,0 165,3 - 166,3

Umkristallisation aus heissem Wasser bewirkte keine Aenderung des Schmelzbe-
reiches. Da Atropinpikrat und Hyoscyaminpikrat scharfe, voneinander abweichen-
de Schmelzintervalle aufweisen, eignet sich dieses Derivat sehr gut zur Identifi-
zierung von Atropinbase.

Herstellung des Aureates: USP XIV und Brit. Ph, 1958 schreiben neben der
Vitali-Reaktion die Herstellung des Aureates als weitere Identitétspriifung vor,
wobei Brit. Ph.1958 fiir Atropinaureat einen Schmelzpunkt von ca. 136° (korr.)
fordert, USP XIV verzichtet auf die Bestimmung des Schmelzbereiches, indem
sie lediglich das Aussehen des Derivates beschreibt, Dieses weist im Gegensatz

zu Hyoscyaminaureat ein mattes, glanzloses Aussehen auf,
Die Schmelzbereiche der Aureate betragen nach den Literaturangaben:

Atropinaureat Hyoscyaminaureat
Merck Index 610 Ed. (59) 136° 165°
Carr und Reynolds (26) 137 - 139° 165°
Brit. Ph, 1958 ca. 136°
Miihlemann und Biirgin (27) 135 - 137° 163°

Wir stellten das Atropinaureat nach folgender Vorschrift her:

"25 mg Atropinbase wurden in der Mischung von 2 ml Wasser und 10
Tropfen verdiinnter Salzsidure RS geldst. Nach Zusatz von 12 Tropfen
Goldchlorwasserstoffsiure RS entstand eine zitronengelbe &lige Fillung,
welche nach ca. 4 Stunden kristallin wurde. Die matten und glanzlosen
Kristalle wurden abgenutscht, mit 5 ml Wasser gewaschen und bei 105°
getrocknet”,
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Der Schmelzbereich des Atropinaureats lag zwischen 135,0 und 137,0o
(unkorr.) bzw. 137,0 und 139,00 (korr.). Durch Umkristallisation aus heissem
Wasser #nderte 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 165,30 (korr. ).

Von den aufgefiihrten Moglichkeiten 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-
gefiihrt ist, und wir in der Regel mit den Ph, Helv, V-Reagenzien auskommen
mochten, 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 fiir die Reinheitspriifung 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
Verinderung, derjenige des Pikrates betrug unkorr. 171 - 173° (Pikrat der rei-
nen Atropinbase 171,5 - 173,50). Wie hieraus ersichtlich ist, miissen erhebliche
Mengen Hyoscyamin zugegen sein um eine wesentliche Aenderung der Schmelz-
bereiche zu bewirken und die Herstellung eines Derivates kann somit nur als

Identitdtsnachweis gewertet werden.

Papierchromatographische Priifung:

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 wihlten dieses Verfahren, welches ohne eine optisch
aktive Siure auskommt, weil uns fiir die Reinheitspriifung 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 ibrigen Alka-
loide gestatten wiirde, wire nicht ersichtlich, ob das aufgetragene Atropin unzu-
lissiges Hyoscyamin enthalten wiirde, da das aus dem Atropin stammende Hyos-
cyamin und das als Verunreinigung anwesende Hyoscyamin den gleichen Rf-Wert
aufweisen wiirde. Die Auftrennung des razemischen Atropins hitte nur als Iden-
titdtspriiffung Bedeutung. Die Identitit scheint uns aber durch die Kombination
anderer Priifungen (Schmelzbereich der Base, Abwesenheit einer optischen Dre-
hung, Rf-Wert vonca. 0,20 beim Chromatographierverfahren A) eindeutig fest-
gelegt.

Zur Chromatographie gelangten jeweils 500 pg Atronpinbase, welche wir in
Chloroform l6sten. Die Losung wurde Punkt um Punkt streifenférmig auf der
Startlinie aufgetragen. Die Papierstreifen wurden mindestens acht Stunden lang
klimatisiert. Im ibrigen hielten wir uns genau an die von Schumacher ange-
gebene Vorschrift, welche wir im Artikelvorschlag formulieren.

Sidmtliche unserer fiinf 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 fiir
Atropin 0,20 ; fiir Tropin 0,03; fiir Scopolamin 0,55 ; fiir Apoatropin 0,68,

Die Empfindlichkeit des Nachweises iiberpriiften 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 ng, 5 pg, 7,5 pg und 10 pg eines einzelnen
Nebenalkaloides enthielten. Die Entwicklung erfolgte durch Bespriihen mit Dra-
gendorff-Reagens fiir 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 pg) abgetrennt werden kionnen. Es
kann also mit dieser Methode noch ca. 1 % eines Nebenalkaloides erfasst wer-
den.

Wir schlagen vor, die papierchromatographische Priifung nach Schuma-
cher (29) in den PharmakopGetext aufzunehmen und damit maximal 1 % verun-
reinigende Nebenalkaloide zuzulassen.
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Reinheitspriifungen

a) Physikalische und physikalisch-chemische Priifung

Schmelzbereich: Das Schmelzintervall 113,5 - 115° (unkorr.) wird bereits
in Artikel Atropinum sulfuricum von der Ph,Helv.V. fiir die freigesetzte
Atropinbase gefordert. Die Mehrzahl der Monographien toleriert ein Intervall von
2°,

Die Monographien fordern folgende Schmelzintervalle:

Ph. Int. 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 Schmelzbereich
unkorr. Wert korr, Wert
I 113,5 - 115° 114,6 - 116,2°
i 113,5 - 115° 114,6 - 116,2°
m 113,5 - 114,5°  114,6 - 115,7°
v 113 - 114,5°  114,1 - 115,7°
\4 113 - 114° 114,1 - 115,2°

Die Forderung muss streng sein, da die Schmelzbereiche von Atropinbase
und Hyoscyaminbase sehr nahe beieinanderliegen. (Fiir die aus Hyoscyaminum
sulfuricum freigesetzte Base fordert Ph. Helv.V einen Schmelzbereich von
104 - 107°).

Um festzustellen, wieweit die Bestimmung des Schmelzbereiches als Rein-
heitspriifung in Betracht gezogen werden kann, wurden der reinen Atropinbase
wechselnde Mengen Hyoscyaminbase zugemischt., Wir erhielten die folgenden

Schmelzintervalle:
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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 Vergrdsserung des Schmelzintervalles bewirken. Somit
kommt der Bestimmung des Schmelzbereiches als Reinheitspriifung grosse Bedeu-
tung zu, weil Hyoscyamin die wahrscheinlichste Verunreinigung von Atropin dar-
stellt (nicht v6llig razemerisierte Produkte).

Wir glauben uns der strengen Forderung der Ph, Helv.V anschliessen zu
konnen, und ein Schmelzintervall von 113,5 - 115,O (unkorr,) bzw. 114,6 - 116,2
(korr.) vorzuschreiben, obwohl zwei Muster diese Forderung nicht erfiillten. Die
genannten Muster befriedigten jedoch auch in anderer Hinsicht nicht vollig.

15slichkeit, Priiffung auf unlésliche und firbende Verunreinigungen: Bei der

Herstellung der Losung, welche zur Bestunaung der optischen Drehung dient,
wird auf weingeistunlosliche und firbende Verunreinigungen gepriift. 2,0 g Atro-
pinbase miissen sich in 10 ml Aethanol 94 % klar und farblos véllig 16sen, Drei
der untersuchten Muster erfiillten diese Forderung. Ein Muster l&ste sich mit

gelblicher Farbe, ein anderes wies ungeniigende Loslichkeit auf,

Reaktion der wissrigen Losung: In keiner der Pharmakopden, in denen
Atropinbase aufgefiihrt ist, findet sich eine genaue Angabe des pH-Wertes, USP
X1V, Brit-Ph. 1958 und Ph.Int, 1955 begniigen sich mit der Forderung, dass eine
gesittigte wissrige Losung alkalisch gegeniiber Phenolphthalein reagieren soll.

Codex Gall, 1949 bezeichnet die Atropinbase als starke Base, welche Siuren neu-
tralisiert und Lackmus bliut. Nach Merck Index 67 Ed. (59) soll der pH-Wert
einer 0,0015 m Losung 10,0 betragen. Wir erhielten elekirometrisch bestimmt
fiir eine 0,2 %ige ca. 0,007 m wissrige Losung einen pH-Wert von 10,45 und
in einer heissgesittigten wissrigen LOsung betrug der pH-Wert 10,70,

Die heissgesittigte Losung erhielten wir durch Schiitteln von 0,3 g Atropin-
base mit 9 ml siedend heissem Wasser wihrend genau einer Minute und Abfiltrie-
ren des ungeldsten Riickstandes nach dem volligen Erkalten. Diese Losung bezeich-



- 56 -

nen wir als StammlSsung S I, die noch fiir weitere Reinheitspriifungen dient.
Von einem Substanzmuster stellten wir drei solche Ldsungen her und erhielten
elektrometrisch bestimmt folgende pH-Werte: 10,70; 10,73; 10,75;. Damit ist
der Beweis erbracht, dass nach dieser Vorschrift hergestellte Lisungen des
gleichen Substanzmusters praktisch konstante pH-Werte aufweisen. Da die starke
Alkalitdt der Atropinbase den Gebrauch der Farbtabelle der Ph,Helv.V, Suppl.HI,
verunmoglicht, zogen wir die pH-Vergleichslésungen der Ph, Helv.V, Suppl.IHI,
heran,

Die von uns ermittelten pH-Werte betragen:

Handelsmuster pH-Wert pH-Wert
potentiometrisch pH-Vergleichslosungen
I 10,72 10,60
I 10,70 10,50
m 10,65 10,50
v 10,78 10,90
v 10,76 10,60

Auf Grund der erhaltenen Werte fordern wir, dass der pH-Wert der heiss-
gesdttigten Ldsung zwischen 10,40 und 11,00 liegen muss,

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

Atropinbase als Reinheitspriifung von Bedeutung, weil gelegentlich nicht vollig
razemerisierte Atropinbase im Handel angetroffen wird. Im weiteren erginzt sie
die mit allen Tropasdure-Alkaloiden erhaltene Vitali-Reaktion und erhédlt so den
Charakter einer Identitétspriifung.

Die Herstellung der Losung erfolgt durch Lésen von ca. 2 g Atropinbase
(genau gewogen) in 10 ml Aethanol 94 % und Erginzung dieser Ldsung im Mess-
kélbchen auf 20 ml. Obschon diese Losung optisch inaktiv sein soll, muss genau
gewogen werden, weil die Ldsung in der Folge auch zur Bestimmung des Ver-
brennungsriickstandes dienen soll,

Die Monographien, welche die optische Drehung bestimmen lassen (F.Espan.
1930 und Codex Gall. 7 verzichten auf diese wichtige Priifung) tolerieren eine
geringe Linksdrehung., USP XIV verwendet eine 5 %ige Losung in 50 %igem Alko-
hol und schreibt vor, dass der Drehungswinkel dieser Losung - 0,70 nicht iber-
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schreiten diirfe., Brit. Ph, 1958 fijhrt die Bestimmung mit einer 10 %igen Losung
in 90 %igem Alkohol durch und gestattet ein Drehungsintervall von -0, 7° bis

+0, 70. Ph. Int. 1955 fordert, dass die optische Drehung einer 10 %igen Lisung
in 60 %igem Alkohol bei 20° héchstens +0,10 oder -0, 1° betragen diirfe, Nach
Gadamer (28) betrdgt die spezifische Drehung der Hyoscyaminbase in absolu-
tem Alkohol -20,890. Der abgelesene Drehungswinkel fiir eine 10 %ige Losung
von reiner Hyoscyaminbase im 2 dm Rohr bestimmt betrdgt somit -4,180.

Ein Drehungswinkel von -0, 1° entspricht einer Konzentration von 0,239 g
Hyoscyaminbase in 100 ml Lsung, Weist daher eine 10 %ige Losung von Atro-
pinbase einen Drehungswinkel von -0,10 auf, so enthdlt die Atropinbase 2,4 %
Hyoscyamin. Rechnet man mit einer Genauigkeit der polarimetrischen Ablesung
von 0, 10, so wiirde diesem Drehungswinkel also 2,4 % Hyoscyamin entsprechen,
Der Erfassung einer kleineren unzulidssigen 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 filhrten unsere Bestithungen mit dem Kreis-
polarimeter 0,010 nach Zeiss durch, welches eine Genauigkeit von 0, 01° gestat-
tet. Da anzunehmen ist, dass nicht immer Polarimeter von so grosser Empfind-
lichkeit zur Verfligung stehen, wire es angebracht, ein kleines Drehungsintervall
zu gestatten, womit durch die Genauigkeit der Ablesung bedingte Abweichungen
vom Nullpunkt nach links bzw. nach rechts noch zuldssig widren. 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 Lisung,
bei 20° im 2 dm-Rohr bestimmt, hochstens +0,1o oder -0, 1° betragen darf,

b) Chemische Reinheitspriifung

Abwesenheit von Alkalimetallen und Kalzium:

“"Einige Kristalle Atropinbase diirfen nach dem Verbrennen am Platindraht
die nicht leuchtende Flamme hochstens rasch voriibergehend gelb, jedoch
nicht ziegelrot und bei Betrachtung durch das Kobaltglas nichi rosa firben
(Natrium Kalium, Kalzium)",
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In unseren Mustern waren hdchstens zulidssige Spuren von Natrium zugegen.
Diese Priifung wird von keiner der Monographien angefiihrt. Wir sehen fiir den

Artikel Atropinum basicum ebenfalls davon ab,

Abwesenheit von Chlorid, Sulfat und Schwermetallen: Diese Priifungen wur-

den nach den Vorschligen zur Ph. Helv, VI in der Stammlésung vorgenommen, Da
unsere Muster der Grenzreaktion a II entsprachen, wird die Forderung entspre-

chend formuliert,

Priifung auf konzentrierte Schwefelsdure firbende Verunreinigungen: Die Prii-

fung wurde mit 20 mg Atropinbase in 2 ml konzentrierter Schwefelsiure RS vor-
genommen und die Ldsungen mit den Farbvergleichslésungen verglichen.
Unsere Muster zeigten die folgenden Fidrbungen:

Muster: I o o1 v v
sofort farblos farblos farblos farblos farblos
5 farblos farblos farblos farblos farblos
10! farblos farblos farblos farblos farblos
20' farblos farblos farblos farblos = G6
30 farblos farblos farblos = GG = G6
5' Wasserbad alle dotterblumengelb
10' Wasserbad alle dotterblumgengelb (nicht intensiver gefiirbt als nach

5' Wasserbad)

Wir formulieren die Forderung fiir den Pharmakoptetext wie folgt:
"20 mg in 2 ml konzentrierter Schwefelsdure RS gelSst, miissen noch nach

30 Minuten klar und farblos sein; beim nachfolgenden Erwirmen im sie-
denden Wasserbad tritt eine dotterblumengelbe Firbung auf ".

Abwesenheit von konzentrierte Salpetersiure firbenden Stoffen: Ph.Helv.V

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

um Verwechslungen mit diesen stark wirkenden Substanzen zu vermeiden. Mor-
phin firbt konzentrierte Salpetersiure orangerot, Bruzin blutrot. Im Artikel Atro-
pinum sulfuricum wird diese Priifung mit der Priifung auf konzentrierte Schwefel-
sidure fidrbende Verunreinigungen kombiniert und Farblosigkeit verlangt.



- 59 -

USP XIV lisst die Salpetersidure ebenfalls zu der Losung der Alkaloidbase
in konzentrierter Schwefelsiure fiigen und gestattet eine geringe Gelbfirbung.
Die anderen Monographien filhren weder eine Priifung mit konzentrierter Schwe-
felsdure noch mit konzentrierter Salpetersidure an.

Wir schlagen folgende Formulierung vor:

"20 mg in 1 ml konzentrierter Salpetersiure RS geldst, miissen farblos sein
(Morphin, Bruzin)".

Ammoniakprobe:

"25 mg werden mit Hilfe von 2 Tropfen verdiinnter Salzsidure RS in 1 ml
Wasser gelost, Wird diese Losung mit 6 Tropfen verdiinntem Ammoniak
RS versetzt, so muss sich die Losung triiben; auf nachtriglichen Zusatz
von 2 ml Wasser muss die Trilbung wieder verschwinden",

Eine #hnliche, sich auf in Wasser schwerlosliche Alkaloide, hauptsichlich
Apoatropin und Belladonin, erstreckende Priifung wird im Artikel Atropinum
sulfuricum der Ph.Helv.V durchgefiihrt. Im Gegensatz zu Atropinsulfat muss
die Base mit Salzsdure in Ldsung gebracht werden. Andere Monographien fithren
ebenfalls Priifungen 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 Ldsung von Atropinbase in 0,2 N-Salzsiure

mit 0,25 ml einer 0,1 N-Kaliumpermanganatlosung versetzt. Die Forderung lau-
tet, dass die Farbe des Permanganates innerhalb 5' nicht ganz verschwunden
sein darf,

Wir iberpriiften die Empfindlichkeit dieser Vorschrift, indem wir der zu
untersuchenden Atropinbase Apoatropinbase in Konzentrationen von 1 %, 0,5 %,
0,25 %, 0,2 %, 0,1 % zufiigten und feststellten, bei welcher Konzentration eine
Aenderung der Kaliumpermanganatfirbung gerade noch wahrnehmbar ist. Als
Vergleich diente die bei Verwendung von reiner Atropinbase wihrend der vorge-
schriebenen Zeit bestindige Violettfirbung., In den Apoatropinbase enthaltenen
Losungen konnten wir je nach Konzentration eine stirkere oder schwichere Aen-
derung von Violett nach Briunlich beobachten. Die Grenzkonzentration, bei wel-
cher eine Farbinderung gerade noch sichitbar 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 iibertrifft,
Wir schlagen diese Priifung neben der Ammoniakprobe vor und kommen zu
folgender Formulierung:
"50 mg werden in 5 ml 0,2 N-Salzsdure gelost und diese Losung mit

0,25 ml 0,1 N-Kaliumpermanganat versetzt, Die Violettfirbung darf in-
nerhalb 5 Minuten nicht véllig 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 ausgefiihrt.
Die Resultate (Mittelwert aus 3 Bestimmungen) sind die folgenden:

0,08 %
0,13 %
0,10 %
0,08 %
0,36 %

<dgR"

Alle Monographien sehen von einer Bestimmung des Feuchtigkeitsgehaltes
ab. Wir schlagen vor, einen Feuchtigkeitsgehalt von hdchstens 0,2 % zuzulassen.
Wie ersichtlich ist, wurde diese Forderung von einem Muster nicht erfiillt. Die-
ses entsprach jedoch auch einigen anderen Forderungen nicht und muss als nicht
konform bezeichnet werden,

b) Verbrennungsriickstand

Im Interesse der Substanzersparnis verwendeten wir 5 ml der zur Bestim-
mung der optischen Drehung beniitzten Ldsung, entsprechend 0,5 g Atropinbase.
Da simtliche Muster einen unwigbaren Riickstand aufweisen, wird diese Forde-
rung entsprechend formuliert. Die anderen Monographien gestatten als hochst zu-

lissige Menge 0,1 %, was unserer Forderung entspricht.



¢) Gehaltsbestimmungen

Neben der alkalimetrischen Bestimmungsmethode kann Atropinbase 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 Silicomolybdinsiure fillt
und das nach Reduktion entstandene Molybdidnblau photometrisch bestimmt., Wei-
tere Methoden beruhen auf der gravimetrischen und titrimetrischen Erfassung
tiber das Reineckat (9, 33) oder das Tetraphenylborat (11).

Keine der Pharmakopben, ausser Brit.Ph,1958, welche eine indirekte alka-
limetrische Titration der Base vorschreibt und einen Gehalt von 99 bis 100 %
fordert, lidsst eine Gehaltsbestimmung ausfiihren.

1. Indirekte Titration

"Ca. 0,2 g Atropinbase (genau gewogen) werden in 5 ml siurefreiem Ae-
thanol 70 % geldst. Dann werden 20 ml 0,1 N-Salzsiure zugefiigt. Der Siure-
iiberschuss wird unter Verwendung von 5 Tropfen Methylrot RS mit 0,1
N-Natronlauge bis zur Gelbfdrbung zurilicktitriert."

Die Base wird zuerst in Aethanol 70 % geldst, da die Ldsung in 0,1 N-
Salzs#ure sehr viel Zeit beansprucht.

Resultate in %: Muster
I a jisg v 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

Mittel 99,93 99,78 99,86 99,64 98,82



2, _Direkte Titration

Muster I titrierten wir potentiometrisch und fiihrten 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 siurefreiem
Aethanol 70 % geldst und nach Zusatz von 3 Tropfen Methylrot RS bzw.

3 Tropfen Taschiro-Indikator RS mit 0,1 N-Salzsiure 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 Y_i_su_e_l_l_ . 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

' Die mit den verschiedenen Indikatoren erhaltenen Werte stimmen gut iber-
ein. Sie liegen etwas hoher als die potentiometrisch ermittelten., Die direkte
Titrationsmethode erweist sich ebenfalls als geeignet,

Im Interesse der Substanzersparnis wollten wir anfinglich die fiir die Be-
stimmung der optischen Drehupg verwendete weingeistige LOsung fiir die Gehalts-
bestimmung verwenden, Es resultierten jedoch bei allen Mustern Werte, die kon-
stant um ca. 1 % zu tief lagen, Die Erkldrung liegt darin, dass die Pipetten
beziiglich der Auslaufgeschwindigkeit fiir wissrige Losungen geeicht sind.
Kolthoff (34) weist auf Nachfluss- und Benetzungsfehler beim Abpipettieren
von Fliissigkeiten hin, welche eine wesentlich andere Oberflichenspannung und
Viskositdt als Wasser aufweisen.

Indem wir bei der Verwendung der weingeistigen Losung 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 konnen.

In Anbetracht dieser Fehlerquellen ist es wohl zu empfehlen, von der Ver-
wendung der zur optischen Drehung beniitzten Losung fiir die Gehaltsbestimmung

abzusehen und die Substanz fiir jede Titration neu einzuwigen.
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Abb. 2 Titrationskurve von Atropinbase

Einwaage: 1 Milifiquivalent, Potentialanstieg zwischen 8 ml und 11 ml 0,1 N-
Salzsidure. Indikator: Methylrot RS oder Taschiro-Indikator RS

3. Bestimmungen iiber das Tetraphenylborat:

Wir fithrten diese Bestimmungen mit Muster I. aus.

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

Mayer (33) vorgeschlagené 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 verdiinnter Essigsidure RS in Losung gebracht.
Dann werden 50 ml Wasser und 3 Tropfen Aluminiumchlorid RS zugesetzt
und die Mischung auf 700 erwirmt. Die heisse Losung wird tropfenweise
mit 2,6 ml Kalignost RS unter stindigem Umriihren mit einem Glasstab
versetzt. Die Mischung wird 3 Stunden lang im Kiihlschrank stehen gelas-
sen. Der Niederschlag wird durch Porzellanfiltertiegel Ag filiriert, mit
25 ml 0,2 %iger kalter Essigsiure in 4 - 5 Anteilen gewaschen und bei
80° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. "

p « f = Atropinbase

ewicht des Niederschlages in g

p=G
f = Proportionalititsfaktor = 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.

B Titrimetrische Methoden

1. Direkte Titration: Die Bestimmung erfolgte argentometrisch nach der
von Schultz und Goerner (9) angegebenen allgemeinen Vorschrift, die wir
fiir unseren speziellen Fall modifizierten,

"Ca. 0,1 g Atropinbase (genau gewogen) werden mit 12 Tropfen verdiinnter
Essigsdure RS in Losung gebracht, 50 ml Wasser und 3 Tropfen Alumi-
niumchlorid RS zugefiigt. Das Losungsgemisch wird auf 709 erwirmt und
bei dieser Temperatur 5,2 ml Kalignost RS unter stiindigem Umriihren
zugetropft. Das Fillungsgemisch wird 3 Stunden lang in den Kiihlschrank
gestellt, dann abfiltriert und mit 30 ml 0,2 %iger eisgekiihlter Essigsiure
unter Nachspiilen des Fillungsgefisses gewaschen. Der Niederschlag wird
mit dem Filter in das Fillungsgefiss gebracht und in 15 ml Azeton gelst.
Nach Zusatz von 5 ml 2 N-Essigsiure, 1 ml 0,1 N-Kaliumbromid und 2
Tropfen einer 1 %igen Eosin-Lésung 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 Fillung 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 Sijl-
bernitrat der erforderlichen Reagenzien (Azeton, Essigsiure, Kaliumbromid) wur-
de in Blindversuchen ermittelt und in Abzug gebracht.

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

Riiedorff und Zannier (35) vorgeschlagene indirekte Titration nach Volhard
ausgefiihrt. Dabei wurde analog der Vorschrift von Aklin (3) verfahren, welcher
Morphin und verschiedene Derivate mit Erfolg bestimmte.
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"Fillen und Waschen des Niederschlages erfolgte gleich wie bei der gra-
vimetrischen Bestimmung, Der Niederschlag wurde in 25 ml Azeton in
einem Erlenmeyerkolben mit Glasstopfen geldst und der Losung 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 zugefiigt. Der Erlenmeyerkolben wurde sodann verschlossen und ener-
gisch geschiittelt. Der Niederschlag des Silbersalzes reichert sich in der
Aetherphase an, die unterstehende Fliissigkeit ist zitronengelb und fast
klar. Das nicht verbrauchte Silbernitrat wurde mit 0,025 N-Ammonium-~
rhodanid zuriicktitriert. 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 ausgefiihrt, der Umschlag war nie
mit geniigender 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 iiber das Reineckat

A Gravimetrische Methode:

"Ca., 60 mg getrocknete Atropinbase (genau gewogen) werden in 20 ml
0,1 N-Salzsiure gelst 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 gefiilit. Das Fillungsge-
misch wird ca. 2 Stunden lang im Eisschrank belassen, der Niederschlag
hierauf durch Porzellanfiltertiegel Ay filtriert und mit 20 - 30 ml Eis-
wasser in 4 Anteilen unter Nachspiilen des Fillungsgefisses gewaschen.
Dann wird bei 1000 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 wire 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 Atropinreinek- | Waschwasser | Atropinbase Gehalt

vorgelegt kat gefunden gefunden Alkaloidbase
mg mg ml mg %
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

B 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:

"8 mg Atropinsulfat werden in 2 ml 0,1 N-Salzsdure geldst und 3 ml
Wasser zugefiigt. Durch Zusatz von 1 ml frisch bereitetem filtriertem
Ammoniumreineckat RS + 4 ml Wasser wird das Alkaloid geféllt, nach
halbstiindigem 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 nachgespiilt, und
das Ganze nach Zusatz von 1 ml Fehling II-Reagens bei aufgesetztem
Trichter 10 Minuten lang auf dem Drahtnetz zum Sieden erhitzt, Nach
dem Abkiihlen wird mit 20 ml verd., Salpetersiure RS angesiuert, mit

5 ml 0,1 N-Silbernitrat versetzt, und der Ueberschuss mit 0,1 N-Ammo-
niumrhodanid zuriickgemessen, 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
verdiinnten Ldsungen quantitativ ausfallen, Das Waschwasser hingegen schien mit
100 ml reichlich bemessen zu sein, ebenso wurden zum Nachspiilen von Filter
und Trichter nur 100 ml Wasser verwendet, Das Fillungsgemisch wurde anstatt
nur !/2 Stunde 2 Stunden lang im Kiihlschrank belassen, um eine vollstindige Fil-
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 Riicktitration sind daher iiber 11 ml 0,1 N-Am-
moniumrhodanid notwendig, Die Menge des zugesetzten Eisenammoniumalaun be-
trug 10 ml, die zu titrierende Fliissigkeit betrug iiber 300 mlL

Die mit dieser modifizierten Vorschrift erhaltenen Resultate sind aus Ta-
belle 2 ersichtlich.

Tabelle 2 Resultate der indirekten Titration von Atropinreineckat nach Volhard

Atropinbase Atropinbase 0,1 N-AgNO3 Waschwasser Gehalt
vorgelegt gefunden Atropinbase

mg mg ml ml

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
hohere Werte erhalten wurden, folgt, dass der Reineckat-Niederschlag doch etwas
wasserloslich ist. Die Menge des Waschwassers muss so gering als moglich ge-
halten werden.

Ferner ist der Umschlagspunkt infolge Adsorption des Indikators an den
Niederschlag nicht.sehr scharf, so dass leicht ibertitriert wird. Da es sich um
eine indirekte Titration handelt, erhilt man dann zu tiefe Werte.

In der Literatur sind Minusfehler bis zu 4 % angegeben (36).

5. Titration mit Perchlorsiure in Eisessig: Fiir die potentiometrischen

Kontrolibestimmungen lésten wir 0,2894 g (= 1 Millimol) getrocknete Atropinbase
in 50 ml wasserfreiem Eisessig, fligten 3 ml Essigsiureanhydrid und 3 Tropfen
Kristallviolett RS zu und titrierten mit 0,1 N-Perchlorsiure in Eisessig. Zuerst
ermittelten wir den Umschlagspunkt, indem wir die Farbe des Indikators beim
grossten Potentialsprung beobachteten. Der Farbumschlag erfolgt von Reinblau
nach Griinstichigblau, Aus Abb, 3 ist die Titrationskurve, sowie die Farbinderung



- 68 -

des Indikators im Bereiche des Umschlagspunktes nach Zusatz jeweils gleicher

Volumenteile der Titrierfliissigkeit ersichtlich,

Fiir die visuelle Titration lésten 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-Perchlorsiure in Eisessig bis zum

ersten Farbumschlag nach Griinstichigblau.

1 ml 0,1 N-Perchlorsiure entspricht 28,94 mg C

Es ergaben sich folgende Resultate:

17H5303N

Handelsmuster Titration mit 0,1 N-Perchlorsiure
visuell potentiometrisch
I 100,02 % 99,91 % 99,80 % 99,97 %
I 99,45 % 99,59 % 99,68 % 99,52 %
m 99,93 % 99,70 % 99,67 % 99,94 %
v 99,29 % 99,12 % 99,43 % 99,08 %
v 98,54 % 98,71 % 98,61 % 98,78 %

—————————————— ——-—/ - gelb
600

—————— r= grin

500 +—

Millivolt

400

—————— - grinblau

————— r- blau

ffffffff t— violettblau
—————— - violett

8 10
O,IN-Perchlorsdure

12ml

Abb., 3 Titrationskurve von Atropinbase

Einwaage: 1 Millifquivalent, Potentialanstieg zwischen 8 ml und 12 ml 0,1 N-
Perchlorwéure, Indikator: Kristallviolett RS.
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6. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: Mit ca. 0,3 g getrockneter Atro-
pinbase (genau gewogen) wurde der Stickstoffgehalt 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 %
I 99,08 % 99,21 %
I 99,10 % 99,28 %
IV 98,75 % 98,82 %
\' 98,45 % 98,23 %

Zur Gehaltsbestimmung von Atropinbase md&chten wir die alkalimetrische
Titration vorschlagen. Diese Bestimmungsmethode liefert sehr gute Werte und

erfordert wenig Aufwand an Zeit,

Vorschlige zur Dosierung

Maximaldosen und Gebrauchsdosen bringen wir analog Atropinsulfat (s.

Seite 84) in Vorschlag.
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114,6 - 1186,2°
klar und farblos

10,70
10,50

farblos
farblos
farblos

farblos

0,13 %
unwigbar

99,78 %
99,52 %

99,60 %
99,15 9

n w
rein weiss rein weiss
+ +

172,5 - 173,5° 1717 - 173,2°
176,3 - 177,3°  175,5 - 177,1°
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farblos
= G6
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farblos

0,36 %
unwégbar
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Atropinum basicum

Syn.: dl-Hyoscyaminum basicum

Atropin Atropine Atropina
CH2—— (l',‘H———(|3H2 Tl)
Il\I—CHS (l?H -0-C - ?H‘@
CHZ—CH——CH2 CHZOH
CI7H2303N Mol, -Gew. 289,4

dl-Tropasidure-tropinester mit einem Gehalt von mindestens 99,2

(99,2-100,2) % CqHyaO,N

Priifung

Stammlgsung S I: 0,3 g Substanz werden mit 9 ml siedend heissem Was-
ser in einem Reagenzglas mit Glasstopfen wihrend einer Minute kriiftig gestiittelt.
Das nach dem Erkalten erhaltene Filtrat dient als S I fiir die Priifungen 5, 10,
11 und 12.

StammlSsung § O: Ca. 2 g getrocknete Substanz (genau gewogen) werden
in 10 'ml Aethanol 94 % geldst, Diese Losung muss klar und farblos sein und
dient nach dem Verdiinnen mit Aethanol 94 % auf 20 ml in einem Messkolben
als S I fiir die Priifungen 4 und 14.

1, Sinnenpriifung: Farblose, meist nadelfsrmige Kristalle oder weisses,
kristallines Pulver ohne wahrnehmbaren Geruch.

2. Nachweis der Atropinbase: a) Versetzt man etwas Substanz in einem
Porzellanschidlchen mit 5 Tropfen konzentrierter Salpetersiure RS und verdampft
auf dem Wasserbad zur Trockne, so bleibt ein Riickstand, der nach dem Erkal-
ten auf Zusatz von 5 Tropfen weingeistiger Kalilauge eine violette Firbung zeigt.

b) 25 mg werden in der Mischung von 3 Tropfen verdiinnter Essigsdure RS und
5 ml Wasser geldst. Dann werden tropfenweise 2 ml Pikrinsdure RS zugesetzt.
Der entstandene Olige Niederschlag wird durch leichtes Erwirmen wieder in Lo-
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: Hochstens + 0,10 oder hdchstens - 0, 10, bestimmt
mit einer 10 Jigen Losung in Aethanol 94 % im 2 dm-Rohr,

5. Reaktion: pH von S I = 10,50 - 10,90, bestimmt mit pH-Vergleichs-
l6sungen.,

6. Schwefelsdureprobe: 20 mg in 2 ml konzentrierter Schwefelsiure RS
miissen noch nach 30 Minuten klar und farblos sein; beim nachfolgenden Erwir-
men im siedenden Wasserbad tritt eine dotterblumengelbe Firbung auf.

7. Morphin, Bruzin: 20 mg geldst in 1 ml konzentrierter Salpetersiure
RS miissen farblos sein.

8. Apoatropin, Belladonin: 25 mg werden mit Hilfe von 2 Tropfen verdiinn-
ter Salzsdure RS in 1 ml Wasser geldst., Wird diese Losung mit 6 Tropfen ver-
diinntem Ammoniak RS versetzt, so muss sich die Losung triilben; auf nachtrig-
lichen Zusatz von 2 ml Wasser muss die Trilbung wieder verschwinden,

9. Apoatropin: 50 mg werden in 5 ml 0,2 N-Salzsdure geldst und diese
Losung mit 5,25 m! 0,1 N-Kaliumpermanganat versetzt. Die Violettfirbung darf
innerhalb 5 Minuten nicht vollig verschwunden sein.

10, Chlorid: 2 ml S I miissen den Anforderungen der Grenzreaktion a II
entsprechen,

11, Sulfat: 2 ml S I miissen den Anforderungen der Grenzreaktion a I
entsprechen,

12, Schwermetalle: 2 ml S I miissen den Anforderungen der Grenzreaktion
a II entsprechen,

13. Feuchtigkeitsgehalt: Hochstens 0,2 %, bestimmt mit 1 g durch Trock-
nen bei 103 - 1050 wahrend 2 Stunden.

14. Verbrennungsriickstand: Unwiigbar, bestimmt mit 5 ml S I nach dem
Verdampfen des Losungsmittels,

15, Papierchromatographie: Chromatographierpapier Whatman 1 wird in
Streifen von 8 cm Breite und 46 cm Linge geschnitten, so dass die Lingsseite
quer zur Faserrichtung verliuft. Der Papierstreifen wird auf pH 6,6 gepuffert
durch Eintauchen in eine Mischung von 72,2 ml einer 0,1 m primiren Kalium-
phosphatlésung und 27,8 ml einer 0,05 m Boraxldsung. Hierauf wird das Papier
zur Entfernung des iiberschiissigen Imprignierungsmittels zwischen Filtrierpapier
leicht abgepresst und 14 Stunden lang bei Zimmertemperatur zum Trocknen auf-
gehingt.

Die Winde des zur absteigenden Papierchromatographie bestimmten Glasge-
fisses werden mit nassem Filtrierpapier ausgekleidet, welches in das den Boden
1 - 2 cm hoch bedeckende Wasser eintauchen soll, In die am Boden des Glasge-
fisses befindliche Kristallisierschale wird eine Mischung von 100 ml Isobutanol
und 100 ml Toluol gebracht. Die so vorbereitete Wanne wird zur Sittigung 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 Sittigung der orga-
nischen Phase mit Wasser wiederholt kriftig geschiittelt.

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
Réndern entfernt 2 Punkte, a und b, markiert, deren Abstand voneinander ca.

3 cm betragen soll.

0,05 g Substanz werden in 2 ml Chloroform geldst. 0,02 ml dieser L&sung
(entsprechend 500 pg) werden mittels einer Pipette streifenfdrmig, mdglichst
gleichmissig zwischen den Punkten a und b aufgetragen.

Der Papierstreifen wird hierauf in das Glasgefiss gehiingt und mindestens
8 Stunden lang klimatisiert, Nach dieser Vorhingezeit wird das mit Wasser ge-
séttigte Isobutanol-Toluol-Gemisch, welches die mobile Phase darstellt, aus dem
Scheidetrichter in die Kiivette gegossen, so dass die Schichththe ca. 15 mm
betrigt.

Es wird absteigend chromatographiert, bis die Frontlinie der mobilen Phase
ca. 30 cm iiber die Startlinie hinaus vorgedrungen ist. Hierauf wird der Papier-
streifen sorgfiltig herausgenommen, mit Bleistift die Frontlinie eingezeichnet und
ca. 5 Minuten bei Zimmertemperatur getrocknet.

Der noch halbfeuchte Papierstreifen wird nun mittels eines Zerstiubers mit
ca. 4 ml Dragendorff-Reagens fiir Papierchromatographie gleichmissig bespriiht.

Das Chromatogramm darf nur einen Farbfleck vom Rf-Wert 0,17 - 0,23
aufweisen, Weitere Farbflecken von kleineren Rf-Werten (Tropin) und griésseren
Ri-Werten (Scopolamin, Apoatropin) miissen fehlen,

. 16, Gehalt : Ca. 0,3 g getrocknete Substanz (genau gewogen) werden in
10 mi Aethanol 70 % gelost und unter Verwendung von 3 Tropfen Taschiro-Indika-
tor RS mit 0,1 N-Salzsiure bis zum Farbumschlag von Griin nach Rotviolett ti-
triert,
1 ml 0,1 N-Salzsdure entspricht 28,94 mg C17H23O3N

Aufbewahrung: In gut verschlossenem Behilter, vor Licht geschiitzt.

Antimikrobielle Behandlung: Oelige Losungen 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

Loslichkeit: 1 T. 18st sich in 600 T. Wasser, 3 T. Aethanol 94 %, 30 T.
Glyzerin, 25 T. Aether, 2 T. Chloroform; wenig 16slich in fetten Oelen; die
Léslichkeit in Paraffinol kann erhSht werden, wenn die zu l6sende Base mit der
25-fachen Menge Oelsdure angerieben wird,

Veridnderlichkeit: Einfluss von Feuchtigkeit bewirkt allmdhliche Verseifung
in Tropin und Tropasidure,

Inkompatibilititen: Alkalien und andere alkalisch reagierende Stoffe (Versei-
fung), Jod, Gerbsaure und gerbstoffhaltige Zubereitungen (Fillung).
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Syn.: Atropini sulfas.
CI-Iz——CH————CH2
uN®.cH, CH
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(C17H2303N)2 : stO4 . H2O

Atropinum sulfuricum
Atropini sulfas

Sulfate D'Atropine
Atropine Sulphate
Atropine Sulfate
Sulfas Atropini
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Atropinium sulfuricum

o

CHZOH
2

Mol. -Gew.: 695

Ph.Helv.V, Ausg.1953 p. 172
Ph. Belg. IV, p.102, DAB 6, p. 8l

Ph,Dan, IX, Vol.H, 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

Fiir die Darstellung, die moglichen Verunreinigungen (wobei Sulfat als
Siurekomponente anwesend sein darf), die Identitits- und Reinheitspriifungen
gelten die fiir Atropinum basicum gemachten Angaben sinngemiss. Es werden

nur die abweichenden Daten beschrieben,

Darstellung

Die Darstellung erfolgt nach Chemnitius (38) durch Neutralisation einer
Losung der aus Aether umkristallisierten Base in absolutem Alkohol mit 50%iger
alkoholischer Schwefelsidure, wobei die Kristallisation des Salzes durch vorsich-
tige Zugabe von Aether einsetzt,

Atropinsulfat kann auch erhalten werden durch tropfenweises Versetzen ei-
ner Losung der Base in Aether mit der stdchiometrischen Menge Schwefelsdure
in absolutem Alkohol, und Umkristallisation des abgeschiedenen Alkaloidsalzes
durch Losen in heissem absolutem Alkohol und Versetzen der Ldsung mit Aze-
ton bis zur beginnenden Triibung.
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Sinnenpriifung

Sidmtliche Muster bestanden aus weissem, kristallinem Pulver von mehr
oder weniger kérniger 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, IX kann
das Pulver auch kdérnig sein. Die Formulierung der Ph.Helv,V wird der Beschaf-
fenheit der gepriiften Handelsmuster sehr gut gerecht, weshalb sie beibehalten
werden kann,

Identitétspriifungen

Stammlésung: Fiir die meisten Identitits- und Reinheitspriifungen verwen-
deten wir eine 10% ige Losung (Herstellung vgl. unter Reinheitspriifungen 8. 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, wihrend USP XV das Aureat hersteilen und das

Infrarot-Spektrum bestimmen lidsst.

Als Identitdtspriifungen 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.

Fiir die aus Atropinsulfat freigesetzte Base finden sich in den Monographien

folgende Schmelzintervalle:

Ph. Helv, V 113,5 - 115° (unkorr.)
Codex Gall.7 1150

DAB 6 115,5°

Ph, Dan. IX 114 - 1180 (korr.)
Svenska F,XI 112 - 116°

Unsere Muster zeigten folgende Werte:



Handelsmuster Schmelzbereich der Base
unkorr. Wert korr. Wert
I 113,5 - 114,6° 114,6 - 115,8°
i 113,5 - 115,0° 114,6 - 116,2°
m 113,7 - 114,7° 114,9 - 115,9°
v 113,5 - 114,8° 114,6 - 116,0°

Die gepriiften Muster entsprachen dem von Ph, Helv, V geforderten Schmelz-
bereich von 113,5 - 115° (unkorr.) bzw. 114,6 - 116,2O (korr.)

Papierchromatographische Priifung:

Die Priifung wird in der im Artikel Atropinum basicum beschriebenen Weise
mit 0,02 ml einer Mischung von 0,5 ml Stammlésung + 1,5 ml Aethanol 94 %
(entsprechend 500 ug Atropinsulfat) vorgenommen. In keinem der gepriiften Han-
delsmuster konnten Nebenalkaloide nachgewiesen werden.

Nachweis des Siureanteiles: Die Stammlosung ergibt die Identitéitsreaktion
auf Sulfat.

Reinheitspriifungen

a) Physikalische und physikalisch-chemische Priifungen

Schmelzbereich: Die Forderungen der Monographien fiir 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 - 1969, Substanz 15 Min, bei 135° ge-
trocknet, (korr.)

Ph.Int. Vol1I (191 - )1950, Substanz 4 h bei 110° getrocknet
korr.

Ph, Dan. IX 193 - 198°, Substanz bei 120° getrocknet, (korr.)

Svenska F, XI ca. 1859, wasserfreie Substanz

Nederl, Ph. V, 187 ~ 1929, getrocknete Substanz

Ph. Belg. IV ca. 1800

Codex Gall.7 1840, 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°
i 185,5 - 186,9° 190,0 - 191,4°
m 184,6 - 186,7° 189,0 - 191,2°
v 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 20 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 Identitétsnachweis zur schnellen Unterscheidung von anderen
Tropasidure-Alkaloiden herangezogen werden kann, Auf Grund der erhaltenen Wer-
te mochten wir ein korr, Intervall von 189 - 194° vorschlagen,

Loslichkeit, Priifung auf unldsliche und firbende Verunreinigungen: Von den

Monographien wird fiir 2 %ige bzw. 5 %ige wissrige Losungen Klarheit und Farb-
* losigkeit verlangt. Wir nahmen die Priifung in der 10 %igen (ca. 0,14 m) Stamm-~
16sung vor, Diese erhielten wir durch Losen von ca. 2 g getrockneter Substanz
(genau gewogen) in 3 ml frisch ausgekochtem und wieder erkaltetem Wasser
(Vergleich mit den Farbvergleichslosungen der Ph.Helv,V, Suppl.HI) und Verdiin-
nen dieser Ldsung in einem Messkdlbchen von 20 ml mit frisch ausgekochtem

und wieder erkaltetem Wasser bis zur Marke, Es wird eine StammlSsung von
genauer Konzentration hergestellt, weil diese in der Folge auch zur Bestimmung
des Verbrennungsriickstandes dient, Simtliche Muster l6sten sich in 3 ml Wasser
véllig klar., Die Losungen von Muster I - II waren farblos, wihrend diejenige
von Muster IV wie Farbvergleichslosung BG6 gefirbt war., Da dieses Muster al-
len anderen Forderungen entsprach, ist u,E. eine geringe Féirbung der sehr kon-

zentrierten Losung zu gestatten.
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Reaktion der Stammldsung: Der pH-Wert einer wissrigen Lisung wird von

den Monographien wie folgt limitiert:

Brit. Ph. 1958 0,2 g Substanz geldst in 10 ml Wasser diirfen
bei Titration mit 0,02 N-Natronlauge oder
0,02 N-Salzsiure gegen Methylrot maximal
0,1 ml verbrauchen,

Ph, Int, Vol. I 1 g Substanz in 20 ml Wasser darf gegen

USP XV 1 Tropfen Methylrot maximal 0,3 ml 0,02 N-
Natronlauge verbrauchen.

Ph,Dan. IX Wissrige Losung schwach sauer, pH = 5,0

Svenska F. XI 5 %ige Losung neutrale Reaktion

Nederl. Ph, V

DAB 6 Wissrige Losung neutral gegen Lakmus,

Codex Gall, 7

Ph,Belg. IV

Die Forderung der Ph. Helv.V lautet:

"Je 1 ml einer Mischung von 1 ml Stamml6sung + 1 ml frisch ausge-
kochtes und wieder erkaltetes Wasser muss durch 1 Tropfen Bromthy-
molblau gelb oder griinlichgelb, aber nicht griin, durch 1 Tropfen Me-
thylrot gelb, orange oder rot, aber nicht stidrker rot gefirbt werden
als 1 ml einer Mischung von 3 ml Natriumazetat + 3 ml verdiinnte
Essigsidure R + Wasser zu 20 ml, "

Die Stammldsungen der untersuchten Muster wiesen folgende pH-Werte auf:

Handelsmuster pH-Wert pH-Wert
potentiometrisch Farbtabelle Ph, Helv. V, Suppl, IIT

I 4,22 4,20

i 4,28 4,20

m 6,02 6,00

v 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 fiir die Abwesenheit von Hyoscyamin gilt, nahmen wir diese wichtige Prii-
fung analog Brit. Ph, 1958, Ph,Int, Vol.I und Nederl. Ph.V in der 10 %igen Stamm-
16sung vor. Die iibrigen Monographien, wie auch Ph, Helv.V, priifen in der 5 %-
igen, Ph.Dan.IX in der 2 %igen LSsung, Wir filhrten 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 Reinheitspriifungen

Abwesenheit von fremden Alkaloiden: In simtlichen Monographien finden
wir Reinheitspriifungen auf fremde Alkaloide (Apoatropin, Belladonin). Die Prii-
fungen beruhen darauf, dass die aus einer konzentrierten Lésung auf Zusatz von

Ammoniak oder Natronlauge ausgefillte Atropinbase beim nachfolgenden Verdiin-
nen mit Wasser oder iberschiissigem Ammoniak wieder in Ldsung geht, wihrend
ev. vorhandenes Apoatropin oder Belladonin ungelést bleiben wiirde. USP XV
priift ausserdem noch mit Platinchlorid, wobei keine Fillung entstehen darf, und
Brit. Ph, 1958 lisst wie bei der Base mit Kaliumpermanganat auf Apoatropin prii-
fen, Wir nahmen die Priifung nach der Vorschrift der Ph.Helv.V mit verdiinntem
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,

Priifung auf konzentrierte Schwefelsiure firbende Stoffe: Ausser Brit. Ph.
1958 und Ph, Int. Vol.I fiihren alle Monographien eine solche Priifung durch, Die
Forderungen lauten auf Farblosigkeit der L&sung, nur USP XV und Ph,Dan.IX
lassen eine Grenzpriifung vornehmen.

Wir 16sten 20 mg Substanz in 2 ml konzentrierter Schwefelsiure RS. Nach

30 Minuten waren die Ldsungen sdmtlicher Muster noch klar und farblos, beim
Erwirmen im siedenden Wasserbad firbten sie sich dotterblumengelb. Die For-
derung fiir den Pharmakoptetext wird entsprechend aufgestellt.

Priifung auf konzentrierte Salpetersdure firbende Stoffe: In mehreren Mo-

nographien wird diese Priifung mit derjenigen auf konzentrierte Schwefelsiure
firbende Stoffe kombiniert. Die Lisung der Substanz in konzentrierter Schwefel-
sdure soll auf Zusatz von konzentrierter Salpetersiure entweder farblos bleiben
(Nederl, Ph, V, Ph.Belg.IV) oder darf hochstens schwach gelb gefirbt werden
(DAB 6, Codex Gall,7). Nach Ph.Helv,V, welche mit konzentrierter Salpeter-
stdure auf Morphin und Bruzin priift, sollen sich 20 mg Substanz in 1 ml konzen-
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trierter Salpetersiure farblos l6sen, welcher Forderung die gepriiften Muster
entsprachen, Wir empfehlen, diese Priifung in der Formulierung der Ph, Helv.V

aufzunehmen,

Abwesenheit von Schwermetallen: Mit 2 ml Stammlésung vorgenommen, ent-

sprachen sidmtliche Muster den Anforderungen der Grenzreaktion a II. Da diese
Priifung von keiner Monographie vorgeschrieben wird, kann flir Pharmakopde-

zwecke davon abgesehen werden.

Abwesenheit von Chlorid: Eine Priifung auf Chlorid wird vorgenommen von
Ph.Helv, V, welche Abwesenheit verlangt, und von Ph.Dan.IX, welche mittels
einer Grenzpriifung priifen ldsst. Wir filhrten die fiir die Ph, Helv. VI vorgesehene
Grenzpriifung auf Chlorid mit 1 ml Stammldsung aus, Da bei keinem Muster stir-

kere Opaleszenz auftrat als bei Grenzpriifung a IO kann die Forderung entsprechend

formuliert werden.

Quantitative Bestimmungen

a) Kristallwasser- und Feuchtigkeitsgehalt

In den Literaturangaben finden sich folgende Forderungen fiir den Kristall-
wasser- und Feuchtigkeitsgehalt:

Literaturangabe Methode Gehaltsforderung

Ph. Helv. V Trocknen bei 103 - 105° 1% -3%

Brit. Ph. 1958 Trocknen bei 110° maximal 4 %

Ph, Int. Vol. I wihrend 4 Stunden

Codex Gall.7 Trocknen bei 100° maximal 4 %

Nederl, Ph. V Trocknen, keine Angabe maximal 3 %
der Temperatur

Ph. Dan, IX Trocknen bei 120° 2,5 -4%

Svenska F. XI Trocknen bei 130 - 140° 3,5 %

USP XV

wihrend 1 Stunde

Trocknen bei 120° wihrend
3 Stunden oder nach Karl
Fischer

maximal 4 %
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Wir nahmen die Bestimmung vor durch Trocknen im Trockenschrank bei
120° wihrend 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 und Feuchtigkeitsgehalt
Trockenschrank 120° K. Fischer-Titration

I 3,70 % 3,82 %
i 2,98 % 3,01 %
m 3,86 %

v 3,91 % 3,87 %

Die mit den beiden Methoden erhaltenen Werte stimmen gut iiberein, Bei
sidmtlichen Mustern liegt der Wassergehalt iiber dem theoretischen Wert, wel-~
cher fiir das Monohydrat 2,6 % betréigt, Da das Kristallwasser durch Trocknen
bei 120° wihrend 3 Stunden hinreichend entfernt werden kann, mochten wir diese
Bestimmungsart als die fiir Pharmakopotezwecke 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 Hochstgehalt von 4 % festgesetzt werden,

b) Verbrennungsriickstand

Die Forderungen der Monographien fiir den Verbrennungsriickstand von
Atropinsulfat schwanken zwischen 0,1 % und 0,5 %. Wir flihrten die Bestimmung
mit 5 ml Stammldsung (entsprechend 0,5 g Substanz) nach Verdampfen des Li-
sungsmittels aus, Unser diesbeziiglich schlechtestes Muster (IV) hinterliess ei-
nen Riickstand von 0,4 mg. Somit kénnen wir fordern, dass der Verbrennungs-
riickstand von 0,5 g Substanz unwiigbar sein, bzw., nicht mehr als 0,1 % betra-

gen soll,

¢) Gehaltsbestimmungen

Die Mehrzahl der Monographien verzichtet auf eine Gehaltsbestimmung.
Ph. Helv, V und Nederl, Ph,V titrieren die Sulfatkomponente gegen Phenolphthalein,
wihrend 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, IX).
Wir haben folgende Methoden untersucht:

1. Titration des SHureanteiles: Nach der vom Kommentar zur Ph. Helv.V

empfohlenen Vorschrift 16sten 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 kriftigem Umschwenken mit 0,1 N-Natronlauge bis zur
Rosafidrbung.

1 ml 0,1 N-Natronlauge entspricht 34,75 mg (C1,71-12303N)2 " Hy80, - H,0

Unsere Muster ergaben folgende Resultate:

Handelsmuster Titration des Siureanteiles:
I 100,27 % 100,09 % 99,96 %
I 100,07 % 100,10 % 100,02 %
m 99,52 % 99,57 % 99,69 %
v 100,12 % 100,31 % 100,16 %

Die Methode liefert etwas hohe, jedoch gut libereinstimmende Werte., Da
damit nur der therapeutisch nebensichliche Sulfat-Anteil erfasst wird, kann diese
Bestimmungsart zur Gehaltsbestimmung von Atropinsulfat nicht vollig befriedigen.

2. Ausschiittelung und direkte alkalimetrische Bestimmung: In Anlehnung

an die fiir 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 gelést. Nach Zu-
fiigen von 5 ml verdiinntem Ammoniak RS wird mit 25 ml eines Gemi-
sches von 3 Vol, T Chloroform + 1 Vol.T. Isopropanol ausgeschiittelt.
Nach Trennung der beiden Phasen wird die untere durch ein mit Chloro~
form befeuchtetes glattes Filter von 8 ¢m Durchmesser in einen Erlen-
meyerkolben von 250 ml Inhalt abgelassen, Die Ausschiittelung 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 Ausziige im gleichen Erlen-
meyerkolben gesammelt und durch Destillation auf dem Wasserbad vom
Losungsmittel befreit. Der Riickstand wird in 5 ml Aethanol 94 % auf-
genommen und letzterer anschliessend auf dem Wasserbad vollig verdampft.
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Nach Ldsen des Riickstandes in 10 ml sidurefreiem Aethanol 70 % wird
unter Verwendung von 3 Tropfen Taschiro-Indikator RS bis zum Farbum-
schlag nach Rotviolett titriert."

1 ml 0,1 N-Salzsiure entspricht 34,75 mg (01,71{2303N)2 *H

Es wurden folgende Werte erhalten:

Handelsmuster Titration des Basen-Anteiles
I 97,10 % 96,86 % 97,24 %
14 97,05 % 96,64 %
m 96,97 % 96,90 %
v 96,75 % 96,96 %

Diese Methode lieferte mit den einzelnen Mustern ibereinstimmende, aber
durchwegs zu tiefe Resultate, woraus zu schliessen ist, dass die Ausschiittelung
nicht ganz quantitativ verlduft, Das von uns verwendete Losungsmittelgemisch
(3 Vol. T. Chloroform + 1 Vol.T. Isopropanol) wird auch von Ph,Dan,IX zum

Ausschiitteln der Base vorgeschrieben,

3. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl:

der im allgemeinen Teil angegebenen Vorschrift mit 0,25 g ungetrockneter Sub-
stanz (genau gewogen) ermittelt. Nach dem Klar- und Farbloswerden des Reak-

Der Stickstoffgehalt wurde nach

tionsgemisches wurde noch ca. 30 Minuten zum Sieden erhitzt,
Unsere Muster zeigten folgende Resultate:

Handelsmuster Stickstoff-Bestimmung nach Kjeldahl
I 98,86 % 98,74 %
I 99,25 % 99,42 %
m 98,90 % 98,81 %
v 98,68 % 98,53 %

Da mit der Kjeldahl-Methode der Basenanteil bestimmt wird und sich zuver-
lissige Werte ergaben, mochten 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 Ldsungen

Nach Ph.Dan.IX konnen Lésungen mit einem Zusatz von 1 % 0,1 N-Salz-
sdure im Autoklav sterilisiert werden.

Vorschlige zur Dosierung

Die Maximaldosen wurden von Ph,Helv.V ibernommen, Gebrauchsdosen
finden sich in USP XV,



Sinnenpriifung
Farbe
Geruch

Identitatspriifung
Vitali-Reaktion

Schmelzbereich der Base
(korr.)

Schmelzbereich des Pikrats
(korr.)

Papierchromatographische
Priifung

Reinheitsprifungen
Schmelzbereich (korr.)

2,0 g geldst in 3 ml Wasser

pH der Stammlésung
potentiometrisch
Farbtabelle

Drehung swinkel

Papierchromatographische
Priifung

konz, Schwefelsiure firbende
Stoffe

sofort
30' Zimmertemperatur
5' Wasserbad

konz. Salpetersiure firbende
Stoffe

Ammoniakprobe auf fremde
Alkaloide

Kaliumpermanganatprobe auf
Apoatropin

Schwermetalle
Chlorid

Quantitative Bestimmungen

Kristallwasser- und Feuchtig-
keitsgehalt

Trocknen bei 120°
Titration nach KF

Verbrennungsriickstand

Gehalt
Titration des Siureanteiles
Titration des Basenanteiles
Stickstoff nach Kjeldahl

85 -

Untersuchung von Handelsmustern

rein weiss

114,6 - 115,8°

175,8 - 177,2°

190,7 - 192,8°
klar und farblos
4,22
4,20

farblos
farblos

farblos

3,70 %
3,82 %

unwigbar

100,11 %
97,07 %
98,80 %

rein weiss

114,6 - 116,2°

175,6 - 177,3°

190,0 ~ 191,4°
klar und farblos

4,28
4,20

farblos
farblos

rein weiss

114,9 - 115,9°

176,0 - 177,4°

189,0 - 191,2°
klar und farblos

farblos
farblos

alle dotterblumengelb

farblos

2,98 %
3,01 %

unwigbar

100,06 %
96,84 %
99,33 %

farblos

3,86 %

unwigbar

99,56 %
96,93 %
98,85 %

rein weiss

114,6 - 116,0°

175,5 - 177,1°

191,9 - 193,6°

4,36
4,20

farblos
farblos

farblos

3,91 %
3,87 %

unwigbar

100,19 %
96,55 %
98,60 %



- 8 -
Atropinium sulfuricum

Syn.: Atropini sulfas

Atropiniumsulfat Sulfate d'atropine Solfato di atropina
r—gn——om, o
HN¥-CH, CH - O -C - CH -+ 80 * H,0
| 3 ] | 4 2
CHy—CH CH, CH,OH
2
(C1,7}12303N)2 * H,80, - H,0 Mol. -Gew. 695

Sulfat des dl-Tropasdure-tropinesters mit einem Gehalt von mindestens

98,0 (98,0 - 101,0)% (C O,N), * HyS0, + HyO

1723 4

Priifung

Stammlésung S: Ca. 2 g Substanz (genau gewogen) werden in 3 ml frigch
ausgekochtem und wieder erkaltetem Wasser gelost. Diese Losung muss klar
und farblos sein oder darf nicht stirker gefirbt sein als Farbvergleichslésung
BGg. Sie dient nach dem Verdiinnen mit frisch ausgekochtem und wieder erkalte-
tem Wasser in einem Messkoélbchen von 20 ml Inhalt bis zur Marke fiir die Prii-
fungen 2,3,5,6,7,9,10,12 und 14,

1, Sinnenpriifung: Weisses, kristallines, oft etwas korniges, geruchloses
Pulver.

2. Nachweis der Atropinbase:

a) Versetzt man etwas Substanz in einem Porzellanschilchen mit 5 Tropfen
konzentrierter Salpetersidure RS und verdampft auf dem Wasserbad zur Trockne,
80 bleibt ein Riickstand, der nach dem Erkalten auf Zusatz von 5 Tropfen wein-
geistiger Kalilauge eine violette Firbung zeigt.

b) Wird die Mischung von 1 ml S + 1 ml Wasser mit 10 Tropfen verdiinn-
tem Ammoniak RS versetzt, so entsteht eine milchige Triibung, Aus der Flissig-
keit scheiden sich allm#hlich am Boden des Reagensglases farblose, klebrige
Tropfchen ab, und bei lingerem 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 Schwefelsiure-Exsikkator einen
Schmelzbereich von 114,5 - 116,5% (korr.) aui.

c) Die Mischung von 0,5 ml S + 10 ml Wasser wird mit 3 Tropfen verdiinn-
ter Essigsdure RS und hierauf tropfenweise mit 4 ml Pikrinsiure RS versetzt.
Der entstandene Olige Niederschlag wird durch Erwirmen wieder in Ldsung ge-
bracht. Das nach dem Erkalten auskristallisierte Pikrat wird abgenutscht, mit
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5 ml Wasser gewaschen und bei 103 - 105° getrocknet. Der Schmelzbereich
muss zwischen 175,5 und 177,50 (korr.) liegen.

3. Nachweis des Sulfates: S gibt die Identitditsreaktion auf Sulfat.

4. Schmelzbereich: 189 - 194° (korr.), bestimmt mit der bei 120° bis zur
Gewichtskonstanz getrockneten Substanz,

5. Optische Drehung: Hdchstens + 0, 1° oder hdchstens - 0, 10, bestimmt
mit S im 2 dm-Rohr,

6. Papierchromatographische Priifung: Chromatographierpapier Whatman 1
wird in Streifen von 8 cm Breite und 46 cm Linge geschnitten, so dass die
Lingsseite quer zur Faserrichtung verlduft. Der Papierstreifen wird auf pH 6,6
gepuffert durch Eintauchen in eine Mischung von 72,2 ml einer 0,1 m primiren
Kaliumphosphatlésung und 27,8 ml einer 0,05 m BoraxISsung. Hierauf wird das
Papier zur Entfernung des iiberschiissigen Imprignierungsmittels zwischen Fil-
trierpapier leicht abgepresst und 14 Stunden lang bei Zimmertemperatur zum
Trocknen aufgehiingt.

Die Winde des zur absteigenden Papierchromatographie bestimmten Glasge-
fisses 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 Glasgefisses wird eine Mischung von 100 ml Isobutanol und 100ml
Toluol gebracht. Die so vorbereitete Wanne wird zur Sittigung des Innenraumes
mindestens 48 Stunden lang bedeckt stehen gelassen,

In einen Scheidetrichter von 500 ml Inhalt werden 100 ml Isobutanol, 100ml
Toluol und 100 ml Wasser gebracht, Das Gemisch wird zur Sittigung der organi-
schen Phase mit Wasser wiederholt kriftig geschiittelt,

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
Rindern entfernt 2 Punkte, a und b, markjert, 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 streifenformig, moglichst
gleichmissig zwischen den Punkten a und b aufgetragen,

Der Papierstreifen wird hierauf in das Glasgefiiss gehingt und mindestens
8 Stunden lang klimatisiert. Nach dieser Vorhingezeit wird das mit Wasser ge-
sittigte Isobutanol-Toluol-Gemisch, welches die mobile Phase darstellt, aus dem
Scheidetrichter in die Kiivette gegossen,so dass die Schichthhe ca. 15 mm be-
triagt,

Es wird absteigend chromatographiert, bis die Frontlinie der mobilen Phase
ca. 30 cm iber die Startlinie hinaus vorgedrungen ist. Dann wird der Papierstrei-
fen sorgfiltig herausgenommen, mit Bleistift die Frontlinie eingezeichnet und ca.
5 Minuten bei Zimmertemperatur getrocknet.

Der noch halbfeuchte Papierstreifen wird nun mittels eines Zerstiubers mit
ca. 4 ml Dragendorfi-Reagens fiir Papierchromatographie gleichmissig bespriiht,

Das Chromatogramm darf nur einen Farbfleck vom Rf-Wert 0,17 - 0,23
aufweisen, Weitere Farbflecken von kleineren Rf-Werten (Tropin) und grdsseren
Rf-Werten (Scopolamin, Apoatropin) miissen fehlen.

7. Reaktion: pH von S = 4,0 - 6,2,

8. Schwefelsiureprobe: 20 mg gelost in 2 ml konzentrierter Schwefelsdure

RS miissen noch nach 30 Minuten klar und farblos sein; beim nachfolgenden Er-
wirmen im siedenden Wasserbad tritt eine dotterblumengelbe Firbung auf.
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9. Apoatropin, Belladonin: Wird die Mischung von 0,5 ml S + 1,5 ml Was~
ser mit 8 Tropfen verdinntem Ammoniak RS versetzt, so muss sich die Losung
triben; auf nachtriglichen Zusatz von 4 ml Wasser muss die Trilbung wieder
verschwinden,

10. Apoatropin: Das Gemisch von 0,5 ml S und 4,5 ml 0,2 N-Salzsiure
wird mit 0,25 ml 0,1 N-Kaliumpermanganat versetzt. Die Violettfirbung darf
innerhalb 5 Minuten nicht vollig verschwunden sein.

11, Morphin, Bruzin: 20 mg geldst in 1 ml konzentrierter Salpetersiure
RS miissen farblos sein.

12, Chlorid: 1 ml S muss den Anforderungen der Grenzreaktion a II ent-
sprechen.

13. Kristallwasser- und Feuchtigkeitsgehalt: Mindestens 2,5 % und héch-
stens™4 U, bestimmt mit 2 g durch Trocknen bei 120° wihrend 3 Stunden.

14, Verbrennungsriickstand: Unwigbar, bestimmt mit 5 ml S nach Ver-
dampfen des LoOsungsmittels,

15. Gehalt: Entsprechend einem Gehalt von 98,0 - 101,0 % (C17H2303N)2
. HZSO4 . HZO 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 Behilter, vor Licht geschiitzt.

Antimikrobielle Behandlung von L&sungen: nach Zusatz von 0,1 % 0,1 N-
Salzsdure 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

Loslichkeit: 1 T. 16st sich in 1 T, Wasser, 4 T. Aethanol 94 %, 3 T.Gly-
zerin, Fast unioslich in Aether. Schwer léslich in Chloroform,

Verinderlichkeit: Beim Aufbewahren an trockener Luft verliert Atropinsul-
fat sein Kristallwasser bereits teilweise, Die wasserfreie Substanz ist ziemlich
hygroskopisch. Einfluss von Feuchtigkeit bewirkt allm#hliche Verseifung in Tro-
pin und Tropaséiure,

Inkompatibilititen: Alkalien und andere alkalisch reagierende Stoffe (Ver-
seifung), Jod, Gerbsaure und gerbstoffhaltige Zubereitungen (Fillung).
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3.3.3. 1-Ephedrinum basicum

Syn.: 1-Phenylmethylaminopropanolum
1-Ephedrinbase ist 1-2-Methylamino-1-phenylpropanol

@—CllH - (|JH - CH3

OH NH - CH

3
C10H150N Mol. -Gew, 165,2
Ephedrine USP XIV, p.205; Brit. Ph.1958, p.246;
NNR 1941, p.213
Ephedrinum Ph. Dan, 1948 I, p.305; Svenska F. 1946, p.213
Ph.Belg. 1V, Suppl.1951, p.15
Ephédrine Codex Gall. 7, p. 256

1-Ephedrinbase ist entweder wasserfrei oder enthilt /2 Molekiil Kristallwas-
ser, Die wasserfreie Base und das Hemihydrat unterscheiden sich in der Kristall-
form, im Schmelzpunkt, in der Stabilitdt sowie in der Ldslichkeit in Oelen.

Im Codex Gall. 7 ist die wasserfreie Base offizinell, USP XIV lidsst sowohl
die wasserfreie als auch die kristallwasserhaltige Substanz zu, wihrend es sich
bei der in den ibrigen Pharmakopden aufgefiihrten 1-Ephedrinbase um das Hemi-
hydrat handelt.

Vorkommen

Ephedrin ist ein Alkaloid verschiedener, besonders chinesischer Ephedra-
Arten, Die chinesische Droge "Ma Huang", als deren Stammpflanzen Ephedra
equisetina Read et Liu und Ephedra sinica Stapf gelten, soll bis zu 2 % Alkaloide
enthalten. Im weiteren kommen nordafrikanische und spanische Arten als natlir-
liche Ausgangsmaterialien fiir die Ephedrin-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-Pseudoephedrin, 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 S#uren dargestellt worden.

Ferner wurden die folgenden Alkaloide, die nur in geringen Mengen in der
Droge vorkommen, isoliert: 1-Norephedrin, d-Norpseudoephedrin, 1-N-Methylephe-
drin, d-N-Methylspeudoephedrin und Ephedine, ein 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 europiischen Ephedra-Arten die gleichen
Alkaloide wie die chinesischen Arten,
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Die Strukturformeln der natiirlichen Ephedra-Basen:

/ )

OH N’- CH OH H
o ]
@—C—C-CH @—C——C-CH

3 3
[ | l | A
H H H N
CH3
1 - Ephedrin d - Pseudoephedrin
OH NH OH H
12 N
(6= - ony (g —¢ - om
H H H NH,
1 - Norephedrin d - Norpseudoephedrin
?H III(CH3)2 (|)H I(-‘:I ]
Oris - Ot
H H H  N(CH,),
1 - N - Methylephedrin d - N - Methylpseudoephedrin

Das Alkaloid Ephedine besitzt die Summenformel C gH1gN503:

Darstellung

a) Durch Extraktion

Nach Chou (43) wird die Droge mit Benzol in der Kilte in Gegenwart von
verd. Natriumkarbonatlésung extrahiert, der Benzol-Extrakt mit verd, Salzsiure
ausgezogen und die saure Losung geklirt, Dann werden die Alkaloide nach Zu-
fiigen einer geniligenden Menge Kaliumkarbonat mit Chloroform extrahiert, der
Chloroformauszug wird konzentriert, iiber Natriumsulfat getrocknet und schliess-
lich zur Trockne eingedampft.

Die Trennung von 1-Ephedrin und d-Pseudoephedrin erfolgt iiber das Oxalat.
Das Salz des 1-Ephedrins weist in der Kilte eine geringere Ldoslichkeit 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 Riickstand mit Wasser verdiinnt, mit Ammoniak alkalisch gemacht und
filtriert. Das schwer wasserldsliche d-Pseudoephedrin bleibt zuriick, wihrend
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1-Ephedrin im Filtrat vorliegt. Letzteres wird nun mit Chloroform extrahiert,
der Chloroformauszug der Destillation unterworfen, und der Riickstand nach Auf-
l6sen in wenig heissem Wasser mit verd. Salzsiure oder verd. Schwefelsiure
neutralisiert. Das nach dem Abdampfen auf dem Wasserbad abgeschiedene Alka-
loidsalz wird aus absolutem Alkohol unter Eiskiihlung und Aetherzusatz umkristal-
lisiert. Die Alkaloidbase wird zurlickgewonnen, indem die SalzlSsung mit Ammo-
niak alkalisch gemacht und mit Chloroform ausgeschiittelt 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 o -Brompropionsidurebromid 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 sekundiren Alkoholgruppe ein zweites Asymetriezentrum entsteht, welches
die gleichzeitige Bildung von dl-Ephedrin und dl-Pseudoephedrin erméglicht.

H
|
Qﬁ - (|!H - CH3 + NH2 - CH3—» @—ﬁ-(}!Hz-CH3 + HBr
O Br (o] NH—CH3
Bromopropiophenon Methylamin Phenylmethylaminomethylketon
Hy

QCHOH - CH(NHCH,) - CH,

d,1-Ephedrin + d,1-Pseudoephedrin

Die Trennung der beiden stereoisomeren Formen erfolgt durch Ueberfithren in die
Chlorhydrate und Behandeln derselben mit Chloroform, letzteres zeigt grosses
Losungsvermdgen fiir das Chlorhydrat des Pseudoephedrins, wihrend dasjenige
des Ephedrins in Chloroform unldslich ist, Das therapeutisch wertlose Pseudo-
ephedrin wird wieder zum Keton oxydiert und dieses von neuem hydriert.

Zur Gewinnung des l-Ephedrins aus der bei der Synthese gebildeten raze-
mischen Form, muss letztere noch mit Hilfe von d- oder 1-Weinséure aufgespal-
ten werden, wobei 50 % Ephedrin erhalten werden. Die d-Form wird razemerisiert,
so dass durch erneute Spaltung wieder 50 9% l-Ephedrin entstehen.

Eine weitere von Manske und Johnsen (46) beschriebene Synthese liefert
dl-Ephedrin, frei von dl-Pseudoephedrin, in vorziiglicher Ausbeute, Sie besteht
in der katalytischen Reduktion von Phenyl-methyl-diketon bei Gegenwart von Me-
thylamin,



H
C-C-CH3 + NH2-CH3—2——> @—CHOH—CI~I(NHCI{3)-CH3
Il
00
Phenyl-methyl-diketon Methylamin dl-Ephedrin

Auch bei dieser Synthese ist das Endprodukt dl-Ephedrin, welches mit Hilfe
von optisch aktiven Sduren in die l-Form und in die d-Form gespalten werden
muss.

Eine andere Mdglichkeit 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 Girungsgemisch statt, indem der
bei der Gidrung 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 Girung aus-
gedthert und in Gegenwart eines reduzierenden Mittels mit Methylamin umgesetzt.,
Die optische Aktivitidt bleibt voll erhalten, und es bildet sich am neu entstehenden
Asymetriezentrum, an das die Methylamino-Gruppe tritt, die Konfiguration des
natiirlichen Ephedrins aus.

Enzyme x NHZCH
QC-H + H-C-CH3—> CH—C-CH @—C—— CH3
| |
o

I
o) OH O OH NH CH,

Benzaldehyd Acetaldehyd Phenylacetalcarbinol 1-Ephedrin

Mogliche Verunreinigungen

Andere natiirliche 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

Fiir die Untersuchungen standen uns anfinglich sechs Muster zur Verfiigung,
wovon drei als Hemihydrate, die iibrigen drei als wasserfreie Substanzen dekla-
riert waren. Wie es sich im Laufe der Untersuchungen dann herausstellte, waren
die als wasserfrei deklarierten Muster wihrend der Lagerung von ca. sechs Mo-
naten in die stabile Form des Hemihydrates iibergegangen. Wir beschafften uns
in der Folge ein weiteres als wasserfrei deklariertes Muster, welches wir sofort
nach Eingang in eine Hohlstopfenflasche umfiillten und iiber Silikagel aufbewahrten.
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Aus dem Aussehen der Muster konnte nicht geschlossen werden, ob die wasser-
freie Substanz oder das Hemihydrat vorlag.

Sinnenpriifung

Drei der gepriiften 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-
stiicken einer farblosen, wachsartigen Kristallmasse. Simtliche 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., "

Identitatspriifungen

Stammlosung: Wegen der relativ guten Loslichkeit der Ephedrinbase in
Wasser konnte eine wissrige Stammldsung verwendet werden., Wir wihlten eine
Konzentration von 4 % (= ca. 0,22 molar) und fiihrten die Identitits- sowie die
meisten Reinheitspriifungen mit dieser Losung aus (Herstellung siehe unter Rein-

heitspriifungen, S,105).

Biuretreaktion: Als Identititsreaktion filhren die Monographien eine Farb-
reaktion mit Kupfersulfat an, welche auch von der Ph.Helv.V fiir den Artikel
Ephedrinum hydrochloricum vorgeschrieben ist.

Um die Violettfirbung hervorzurufen geniigt bei der Base der Zusatz des
Kupfersulfates zur Stammlosung, da letztere stark alkalische Reaktion aufweist.
Bei den Ephedrinsalzen hingegen tritt die Firbung nur in Gegenwart von Natron-
lauge auf. Ein Zusatz von Natronlauge empfiehlt sich aber auch bei der Base,
um nach dem Ausschiitteln mit Aether eine bessere Trennung der Phasen zu
erreichen, Die Stammldsung muss verdiinnt werden, weil die Farbe der wissri-

gen Phase durch iiberschiissiges Kupfersulfat verursacht wird. Amphaetamin
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ergibt mit Kupfersulfat eine hellblaue Fillung, die Aetherphase bleibt jedoch
farblos. Diese Reaktion kann zur Unterscheidung von Ephedrin und Amphaetamin
dienen,
Wir modifizierten die Vorschrift und schlagen fiir den Pharmakoptetext

folgende Formulierung vor:

“Die Mischung von 0,5 ml Stammlésung und 0,5 ml Wasser ergibt mit

1 Tropfen Kupfersulfat RS eine intensiv violette Firbung. Wird die Fliis-

sigkeit nach Zusatz von 1 ml verdiinnter Natronlauge RS mit 1 ml Ae-

ther geschiittelt, so nimmt die Aetherphase eine purpurne Firbung an,

wihrend die Farbe der wissrigen Phase nach Hellblau umschiigt
(Amphaetamin). "

Abspaltung von Benzaldehyd: Mit Natronlauge und Kaliumferrizyanid wird
im Gegensatz zu Amphaetamin und Methylamphaetamin aus Ephedrin-L&sungen
beim Erwirmen Benzaldehyd abgespalten, welcher am Geruch wahrnehmbar ist.
Wir schlagen die Ausfiihrung dieser zur weiteren Identifizierung und Unterschei-
dung gegenilbber Amphaetamin und Methylamphaetamin dienenden Reaktion wie folgt
vor:

"Wird die Mischung von 1 ml Stamml&sung und 5 ml Wasser mit einem

Kristall Ferrizyankalium und einigen Tropfen verdiinnter Natronlauge RS

erwirmt, so entwickelt sich der Geruch nach Benzaldehyd (Amphaetamin,
Methylamphaetamin), "

Alkaloid-Fillungsreagenzien:

Herstellung des Kaliumjodowismutates: Zur Unterscheidung von 1-Ephedri-
num hydrochloricum und di-Ephedrinum hydrochloricum schiagen Poethke und
Hidicke (4) fir den Nachtrag zum DAB 6 die Fillung mit Kaliumjodowismutat-
Losung vor. l-Ephedrinhydrochlorid ergibt einen aus langen diinnen Nadeln beste-
henden, dl-Ephedrinhydrochlorid einen aus dunkelroten Prismen bestehenden Nie-~
derschlag. Konzentration der zu verwendenden Ephedrinhydrochlorid-Ldsung und

Zusammensetzung der Reagenslosung werden vorgeschrieben., Wir iiberpriiften die
Methode fiir Ephedrinum basicum und versuchten dabei festzustellen, ob das Ent-
stehen der beiden verschiedenen Kristallformen von gewissen Faktoren abhingig
ist.

Nach der von genannten Autoren angegebenen Vorschrift wird 1 ml der wiss-
rigen Losung (1 + 49) mit 3 Tropfen verd, Schwefelsiure angesiuert und mit 2ml
Kaliumjodowismutat-ILSsung versetzt, Die Forderung lautet, dass nach dem Stehen
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iiber Nacht bei der Betrachtung unter dem Mikroskop bei der 1-Verbindung nur
nadelférmige Kristalle, bei der dl-Verbindung nur dunkelrote Prismen erkennbar
sein diirfen.

Wir verwendeten das fiir die Ph, Helv. VI vorgeschlagene Dragendorif-Rea-
gens und filhrten die Fillung in Lodsungen verschiedener Konzentrationen aus. Das
mikroskopische Aussehen der Fillungen nach dem Stehen iiber Nacht ist aus Ta-
belle 3 ersichtlich,

Tabelle 3 Einfluss der Konzentration auf die Kristallform der Kaliumjodowismutate

ml Stammlsg. 4% Kristallform
(+ HZO ad 1 ml) 1-Ephedrin di-Ephedrin
0,05 Triibung, vereinzelt feine wenige sehr grosse Prismen
Nadeln
0,10 sehr grosse, breite Nadeln | grosse Prismen mit sehr gros-
mit Spaltstiicken sen Spaltstiicken
0,20 meist sehr feine lange Na- | noch grosse Prismen mit z.T.
deln, z.T. noch breite kleineren Spaltstiicken
Nadeln
0,30 feine Nadeln kleine, gut ausgebildete Pris-
men, wenig grossere
0,40 sehr feine Nadeln nur kleine, gut ausgebildete
Prismen
g: - wie 0,40 wie 0,40
0,70 feine Nadeln, zu Biischeln kleinere Prismen in Verbinden
vereinigt
0,80 Nadeln mit steigender Kon- | Primen mit steigender Konzen-
0,90 zentration immer grdsser tration immer kleiner werdend,
1,00 werdend, zu Biischeln in Verbinden
vereinigt

Wie ersichtlich ist, entstehen unabhiingig von der Konzentration bei 1-Ephe-
drin in allen Fillen Nadeln, bei der dl-Verbindung Prismen. Bei den kleinen Kon-
zentrationen besteht der Niederschlag aus sehr langen breiten Nadeln und Bruch-
stiicken derselben, letztere -kdnnten Bruchstiicke von Prismen vortduschen. Bei
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den hoheren Konzentrationen (Verwendung von 0,70 ml StammlSsung und mehr)
werden die Nadeln wieder grdsser und sind zu Biischeln vereinigt, ev. vorhan-
dene Prismen (aus Verunreinigungen mit der dl-Verbindung) kbnnen leicht ilber-
sehen werden, Am giinstigsten fiir die Beurteilung des Niederschlages erwies
sich die Verwendung von 0,50 ml Stamml6sung, welche Konzentration auch von
Poethke und Hidicke vorgeschrieben wird.

Im weiteren untersuchten wir bei der gewihlten Konzentration den Einfluss
der Fillungstemperatur auf die Beschaffenheit des Niederschlages. Wir fithrten
Fiéllungen bei 150, 200, 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 GrUsse der Kristalle zu verzeichnen. Wir
lassen die Fillung bei Zimmertemperatur vornehmen,

Da die Fillungsreaktion mit Dragendorff-Reagens nicht nur als Identitéts-
priifung zur Unterscheidung von l-Ephedrin und dl~-Ephedrin, sondern auch als
Reinheitspriifung zu betrachten ist, iberpriiften wir ihre Empfindlichkeit, Wir
verunreinigten reine 1-Ephedrinbase in Konzentrationen mit der di-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 konnen. Eine Verunreinigung von 1 % liess sich bei griindlicher Betrachtung
noch erkennen.

Wir schlagen vor, diese Fillungsreaktion als Reinheitspriifung in den Phar-
makopoetext aufzunehmen und formulieren sie wie folgt:

"Wird die Mischung von 0,5 ml Stamml6sung, 0,5 ml Wasser und 3 Tro-
pfen verdiinnter Schwefelsdure RS mit 2 ml Dragendorff-Reagens versetzt
und einmal kurz durchgeschiittelt, so entsteht binnen einiger Minuten eine
voluminGse ziegelrote Fillung. Nach dem Stehen iiber Nacht diirfen bei
der Betrachtung des Niederschlages unter dem Mikroskop nur nadelfdrmige
Kristalle erkennbar sein (dl. -Ephedrin), "

Im weiteren bestimmten wir die Schmelzbereiche der Kaliumjodowismutate,
Die nach obiger Vorschrift erhaltenen Niederschlige wurden mit 20 ml 5 %iger
Kaliumjodidlosung gewaschen, scharf abgesaugt und im Schwefelsdure-Exsikkator
getrocknet, In der Literatur fanden wir keine Angaben iiber Schmelzbereiche der
Kaliumjodowismutate von Ephedra-Alkaloiden.

Die von uns bestimmten Schmelzbereiche betragen fiir das Derivat von:

1-Ephedrin 180,0 - 184,20 (korr.) unt%r Zersetzung, Verfdrbung bei ca.

170
176,0 - 180,0° (unkorr.)
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dl-Ephedrin 168,4 - 171,6O (korr.) unt%r Zersetzung, Verfirbung bei ca.
155
165,0 - 168,0° (unkorr.)

Mit d-Pseudoephedrin entsteht eine klebrige, an den Wandungen des Reagensgla-
ses anhaftende Fillung, welche sich nach einigem Stehen teils amorph, teils in
kristallinen Nadeln absetzt., Die Nadeln sind kiirzer 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 fiir Pharmakoptezwecke auf die Bestimmung dieses Schmelz-

bereiches.

Herstellung des Reineckates: Aus der Literatur konnten wir keine Angaben

iiber Herstellung und Schmelzbereicheé der Reineckate von Ephedra-Alkaloiden ent-
nehmen. Nach Bandelin (48) wird Ephedrin als Reineckat nicht quantitativ ge-
f4llt, Wir stellten die Reineckate von 1-Ephedrin, dl-Ephedrin und d-Pseudoephe-

drin wir folgt her:

"Die Mischung von 1 ml Stammldsung und 4 Tropfen verdiinnter Salzsiure
RS wird mit 5 ml Ammoniumreineckat RS versetzt und das Fillungsge-
misch 1 Stunde lang im Eisschrank belassen. Die kristalline Fillung wird
abgesaugt, mit 5 ml Eiswasser gewaschen und in 5 ml siedendem Wasser
gelost, Nach zweistiindigem Stehen im Eisschrank werden die aus der wiss-
rigen LOsung abgeschiedenen Kristalle abgesaugt und wihrend einer Stunde
bei 80" getrocknet,"

Die Derivate wiesen folgende Schmelzbereiche (unter Zersetzung) auf:

unkorr, Wert korr. Wert
1-Ephedrinreineckat 131,0 - 133,0o 132,8 - 134, 9°
di-Ephedrinreineckat 150,0 - 152, 5° 153,2 - 155,30
d-Pseudoephedrinreineckat 156,0 - 158,0°  159,0 - 161,1°

Etwa 5° vor dem angegebenen Schmelzbereich beginnen sich die Derivate zu ver-
firben, um dann wihrend des Schmelzbereiches zu einer schwarzbraunen, klaren

Schmelze zu zerfliessen,
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Herstellung des Tetraphenylborates: In Anlehnung an die von Keller und

Weiss (49) fiir die quantitative Bestimmung von Ephedrin mit Kalignost angege-
bene Vorschrift stellten wir die Derivate folgendermassen her:

"1 ml Stamml6ésung wird mit 30 m]l Wasser und 8 Tropfen verdiinnter
Essigsdure RS versetzt und die Mischung auf 40° erwirmt, Dann werden
unter hiufigem Umriihren tropfenweise 4 ml Kalignost RS zugefiigt und
das Fillungsgemisch auf 18° abgekiihlt., Der Niederschlag wird abgesaugt,
mit 10 ml Wasser gewaschen und in 4 ml Methylalkohol geltst. Tropfen-
weises Zufiigen von 4 ml Wasser bewirkt das Ausfallen eines kristallinen
Niederschlages, welcher nach Absaugen und Waschen mit 5 ml Wasser
wihrend 24 Stunden im Schwefelsdure-Exsikkator getrocknet wird. Bei der
Bestimmung des Schmelzbereiches ist das Bad auf ca. 110° vorzuwirmen
bevor die Substanzprobe eingefiihrt wird, "

Wir fanden fiir die Derivate der drei untersuchten Alkaloide folgende Schmelz-

bereiche:
unkorr. Wert korr. Wert
1-Ephedrin-tetraphenylborat 118,0 - 120,0o 119,3 - 121,4O
dl-Ephedrin-tetraphenylborat 118,8 - 121,50 120,2 - 123,00

d-Pseudoephedrin-tetraphenylborat 117,5 - 120, 0° 118,8 - 121,40

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 si¢ch um 1-Ephedrin
oder um die di-Verbindung handelt, ferner fehlen z.T. Angaben iber Herstellung
und Umkristallisation der Verbindung. Keller und Weiss (49) geben eine Trock-
nung stemperatur 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° Verfidrbungen auftreten, Weiter machten wir die
Beobachtung, dass durch Umkristallisieren in der Wirme schon bei etwa 50° der
Schmelzbereich erniedrigt wird.



- 99 -

Herstellung des Silikowolframates: 1-Ephedrinbase:

"Die Mischung von 0,5 ml Stammldsung und 0,5 ml Wasser wird mit

1 ml Silikowolframsiure RS versetzt. Es entsteht eine milchige Trijbung,
beim Schiitteln bildet sich allm#hlich eine amorphe Fillung, welche an
der Reagensglaswandung anhaftet, Nach einigen Stunden setzt sich die Fil-
lung ab. Unter dem Mikroskop betrachtet diirfen nur amorphe Teilchen
aber keine Kristalle erkennbar sein (dl-Ephedrin, d-Pseudoephedrin),"

Bei di-Ephedrin und d-Pseudoephedrin entsteht anfinglich ebenfalls eine
milchige Triibbung, welche sich aber nach einigem Schiitteln als kristalline Fil-
lung abscheidet. Die Kristalle sind bereits von Auge gut erkennbar, Diese wur-
den mit 10 ml Wasser gewaschen und im Schwefelsiure-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 iiber die Schmelzbereiche dieser Ver-
bindungen bekannt.

Herstellung des Pikrates:

1-Ephedrinpikrat:

"Versetzt man 1 ml StammlSsung mit 3 Tropfen verdiinnter Essigsiure RS
und dann tropfenweise mit 3 ml Pikrinsidure RS, so entsteht eine gelbe
Trilbung, die sich unter schwachem Erwirmen wieder 16st. Man lisst er-
kalten, bis die Tribung wieder erscheint und beschleunigt durch Reiben
der Reagensglaswinde mit einem Glasstab die Ausfdllung. Der Nieder-
schlag wird abgesaugt, mit 5 ml Wasser gewaschen und in 4 ml heissem
Benzol geldst. 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 wihrend 24 Stunden im SchwefelsﬁurelyExsikkator ge-
trocknet, Ihr Schmelzbereich muss zwischen 93° und 95° (korr.) liegen,

dl-Ephedrinpikrat:
"Versetzt man 1 ml StammlSsung mit 3 Tropfen verdiinnter Essigsdure RS

und dann tropfenweise mit 3 ml Pikrinsiure RS,so scheiden sich nach ei-
nigen Minuten aus der klaren Losung gelbe, nadelférmige Kristalle ab.
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Man lisst iber Nacht stehen, bis die Ausscheidung vollstindig ist. Die
Kristalle werden abgesaugt, mit 5 ml Wasser gewaschen und aus 1,5 ml
siedendem Wasser umkristallisiert, Ihr Schmelzbereich muss nach dem
Trocknen bei 103 ~ 105° wihrend einer Stunde zwischen 1460 und 148°
(korr.) liegen,"

d-Pseudoephedrinpikrat:

"Versetzt man 1 ml Stammldsung mit 3 Tropfen verdiinnter Essigsiure
RS und dann tropfenweise mit 3 ml Pikrinsdure RS, so entsteht anfing-
lich eine gelbe Trilbung, welche sich aber wieder fast vollig 16st. Beim
Schiitteln der beinahe klaren IL&sung scheiden sich diinne, zu Biischeln
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° wihrend einer Stunde zwischen 146° und
1489 (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 wissrigen Losung nach dem Erkalten sofort auskristallisie-
ren. Bei l1-Ephedrinpikrat hingegen scheiden sich die Kristalle erst nach linge-
rem Stehen wieder ab. Wir schlagen deshalb vor, l-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° pzw. 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 aufgefiihrten MOglichkeiten der Identifizierung der l-Ephedrinbase
durch Herstellung eines Derivates, scheint uns das Pikrat am geeignetsten, da
dieses einen scharfen Schmelzbereich besitzt, welcher zudem geniigenden Abstand
von demjenigen des dl-Ephedrinpikrates aufweist., Wir schlagen deshalb die Her-
stellung des Pikrates vor unter Aufnahme der oben angefiihrten Formulierung in
den Pharmakopoetext,
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Papierchromatographische Priifung:

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 natiirlichen Alkaloide
ist hingegen noch nicht beschrieben worden., In der Reihe der Sympathicomimeti~
ca fanden am hdufigsten aus n-Butanol, Eisessig und Wasser zusammengesetzte
Verteilungsmittel Verwendung. Nach Pohloudek-Fabini und Kdnig (53)
soll im besonderen das sogenannte Partridge-Gemisch (n-Butanol-Eisessig-Was-
ser 4:1:5) giinstige Verteilungsergebnisse liefern. Mit der papierchromatographi-
schen Trennung von d-Ephedrin und 1-Ephedrin beschiftigten 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 kdénnen, 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 moglich, Wagner (56) ver-
wendete als mobile Phase n-Butanol mit Wasser gesittigt und chromatographierte
Ephedrin neben anderen Sympathicomimetica an gepufferten Papieren (pH = 3,0 -
12,0). Die besten Trennungen erhieit der Autor bei pH = 4,0 (Rf-Wert fiir Ephe-
drin = 0,64). Ein Verfahren zur Auftrennung der optischen Isomeren in der Reihe
der Sympathicomimetica wurde von Alessandro und Caldarera (57) beschrie-
ben, Die Autoren arbeiteten nach der Rundfiltermethode mit Zufiilhrung der mobi-
len Phase (n-Butanol-Essigsiure 95 % - Wasser 4:1:5) durch eine Kapillare von
oben und fanden fiir die optischen Antipoden unterschiedliche Rf-Werte. Diese be-
tragen fiir 1-Ephedrin 0,89 und fiir d-Ephedrin 0,55. Bei einer Nachbearbeitung
von Wagner (56) erwies sich das Verfahren jedoch als nicht reproduzierbar.
Pohloudek-Fabini und Kénig (53) untersuchten die Brauchbarkeit des
Partridge-Gemisches als Verteilungsmittel fiir eine Anzahl Sympathicomimetica.
Die Autoren chromatographierten aufsteigend nach der Zylindermethode und ge-
ben Rf-Werte von 16 Substanzen an. Fiir Ephedrin betrigt der Rf-Wert 0,73, fiir
Norephedrin 0,71, Mit Hilfe der Rundfilterchromatographie, sowie spiter auch
aufsteigend (Zylindermethode) gelang den Autoren die Trennung von Ephedrin und
Norephedrin. Sie verwendeten dabei mit Phenol imprignierte Papiere als statio-
nidre und 0,01 N-Salzsdure als mobile Phase; es werden diesbeziiglich keine Rf-
Werte angefiihrt,

b) Eigene Untersuchungen:

Wir arbeiteten zunichst mit dem Partridge-Gemisch (n-Butanol-Eisessig-
Wasser 4:1:5) und stellten die Verteilung der als Reinsubstanzen erhiltlichen
Ephedra-Alkaloide fest. Zur Verwendung gelangte Whatman Papier Nr. 1, auf
10-18/46 em geschnitten, so dass die Laufrichtung quer zur Faserrichtung ver-
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1duft, Die Substanzen wurden in Form ihrer Basen oder Salze in Methylalkohol
geldst und in 50 pg entsprechenden Anteilen auf die Startlinie aufgetragen. Die
Papierstreifen ﬁrden sodann in das Chromatographiergefiss gebracht und mit
der unteren Phase des erwihnten Gemisches wihrend ca. 10 Stunden gesittigt.
Die Entwicklung erfolgte aufsteigend mit der Oberphase, In ca. 18 - 20 Stunden
wandert die Losungsmittelfront ca., 30 cm. Zur Sichtbarmachung der Alkaloide
wurden die Papierstreifen mit Ninhydrin RS bespriiht und bis zum Auftreten der
charakteristischen violetten Flecke im Trockenschrank bei 100° erhitzt. 1-N-Me-
thylephedrin, welches auf Grund der volistindigen Methylierung am Stickstoff-
Atom nicht mit Ninhydrin RS reagiert, wurde mit Dragendorff-Reagens fiir Pa-
pierchromatographie entwickelt. Wie_ aus den nachstehend angefiihrten 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 Aufirennung
der natiirlichen Alkaloidgruppen verwendeten Ldsungsmittelgemisch Isobutanol-
Tolucl 1:1, mit Wasser gesittigt, vornahmen, fihrten ebenfalls nicht zum Erfolg.
Wir chromatographierten aufsteigend an nach Kolthoff (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 gelést und in 50 pg entsprechenden Anteilen auf die
Startlinie aufgetragen. Nach einer Vorhiingezeit von ca. 14 Stunden in dem mit
Wasser und der mobilen Phase gesittigten Chromatographiergefiss 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 bespriiht 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 fiir Papierchromatographie. Die Alkaloide weisen in
der mobilen Phase sehr geringe Ldslichkeit auf, d.h., die Flecke befinden sich
nahe der Startlinie, Der Rf-Wert von 1-Ephedrin betrigt 0,07, derjenige von
1-N-Methylephedrin 0,10. Die itbrigen untersuchten Alkaloide (d-Ephedrin, dl-
Ephedrin, 1-Norephedrin, d-Pseudoephedrin) wandern wie 1-Ephedrin, Ein Ein-
fluss der Reaktion auf die Verteilung konnte im gepriiften 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 Identitits- und Reinheitspriifung von 1-Ephedrinbase und
1-Ephedrinhydrochlorid fiir Pharmakopdezwecke muss daher vorderhand verzich-
tet werden. Beziiglich der Reinheitspriifung ist zu bemerken, dass anwesende
Nebenalkaloide bei den genannten Substanzen bereits durch andere Priifungen
(z.B. Forderung eines sehr engen Drehungsintervalles) weitgehend erfasst wiirden.

Reinheitspriifungen

a) Physikalische und physikalisch-chemische Priifungen

Schmelzbereich: Der Schmelzbereich von 1-Ephedrinbase weist nach den
Literaturangaben erhebliche Schwankungen auf. Merck Index (59) gibt fiir die
wasserfreie Base einen Schmelzpunkt von 340, Manske und Holmes (60) ei-
nen solchen von 38,1o an, Diese Unterschiede sind darin zu suchen, dass die
wasserfreie Substanz sehr hygroskopisch ist und ihr Schmelzbereich durch Was-
serabsorption erhSht wird. Fir das Hemihydrat, welches einen theoretischen
Kristallwassergehalt von 5,17 % aufweist, geben genannte Autoren einen Schmelz-
bereich von 40° an. Die Monographien fordern fiir die ungetrocknete Substanz
folgende Schmelzbereiche:

USP XIV 33° - 40 (Hemihydrat + wasserfreie
Substanz offizinell!)

Brit. Ph. 1958 40° - 41° Hemihydrat
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Ph. Dan. 1948 I 39,5 - 42,5° Hemihydrat
Ph. Belg. IV Suppl. 40 - 41° Hemihydrat
Svenska F. 1946 40 - 42° Hemihydrat
Codex Gall, 7 39 - 40° wasserfreie Substanz

Wir fanden fiir die ungetrockneten Substanzen folgende Schmelzbereiche:

I 39,5 - 41,5°
1§ 38,0 - 41,5°
I 37,0 - 41,0°
v 36,0 - 39,0°
v 39,5 - 42,0°
VI 38,0 - 41,5°
v 37,5 - 39,0°

Die Substanzen I - VI sind Heinihydrate, VII stellt die wasserfreie Substanz
dar,

Da der Schmelzbereich der Base bei verhidltnismissig tiefer Temperatur
liegt (nur etwa 20° iber Zimmertemperatur) und auch die Muster des stabilen
Hemihydrates ein z.T. grosses Intervall aufweisen, schlagen wir vor, von der
Bestimmung dieses Schmelzbereiches abzusehen und analog NNR 1941 den
Schmelzbereich des Hydrochlorides bestimmen zu lassen. Brit.Ph.1958 fiihrt
neben dem Schmelzbereich der Base ebenfalls noch denjenigen des Hydrochlorides

an,
Die Schmelzbereiche des Hydrochlorides betragen nach den Literaturanga-
ben:
Merck Index 6 Ed. (59) 216 - 220°
Manske und Holmes (60) 220 - 221°
Lebeau und Janot (61) 215°
Merck (62) 218 - 219°

Brit. Ph. 1958 fordert im Artikel Ephedrine fiir das aus der Base hergestellte
Hydrochlorid ca. 2180, NNR 1941 214 - 220°,

Wir stelliten das Hydrochlorid wie folgt her und schlagen diese Formulie-
rung fiir den Pharmakopdetext vor:



- 105 -

"Die Lsung von 0,2 g 1-Ephedrinbase 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 Identitdtsreaktion 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°
I 212,5 - 214,0°  218,4 - 219,9°
oi 212,0 - 213,0°  217,9 - 218,9°
v 212,3 - 213,8°  218,2 - 219,8°
\ 212,5 - 214,0°  218,4 - 219,9°
VI 213,0 - 214,0°  218,9 - 219,9°
v 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 - 221,1o (korr.).

Da die Schmelzbereiche der Hydrochloride unserer Muster an der unteren
Intervallgrenze liegen, wire 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.

Léslichkeit, Priifung auf unl6sliche und firbende Verunreinigungen:

"0,8 g feinst pulverisierte 1-Ephedrinbase miissen sich in 20 ml frisch
ausgekochtem und wieder erkaltetem Wasser klar und farblos vollig 16sen, "
Diese Losung (4 %ig = ca. 0,22 molar) verwendeten wir als Stammlésung S

fiir die meisten Identitits- und Reinheitspriifungen. Die Priifung auf vollige Los-
lichkeit ist von Bedeutung, denn d-Pseudoephedrinbase ist in Wasser weit weniger
16slich. Deshalb lassen wir auch eine konzentriertere Stammldsung herstellen als
Ph.Dan. (2 %ig) und Svenska F. (1 %ig). Ein Vergleich der Firbungen mit den
Farbvergleichslosungen ist nicht notwendig, denn alle Muster ergaben wasser-
klare und farblose Ldsungen.
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Reaktion der Stamml6sungen: Nach Merck Index (59) soll der pH-Wert
einer 0,5 %igen wissrigen Losung der Base 10,80 betragen, USP XIV, Brit. Ph.
1958 und NNR 1941 fordern, dass die wissrige Losung alkalisch gegeniiber
Lakmus reagieren muss, wihrend Ph.Belg.IV, Suppl. 1951, Ph.Dan.II 1948
und Svenska F. 1946 nur alkalische Reaktion verlangen.

Wir fiihrten die Priifung mit den Stammldsungen 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 Alkalitit der
1-Ephedrinbase den Gebrauch der Farbtabelle des III. Supplementes zur Ph. Helv.V
verunmdglicht, wurden die pH-Vergleichslisungen der Ph, Helv,V, Suppl. II
herangezogen, die sich bei unseren Untersuchungen bewihrten.

Die ermittelten pH-Werte betragen:

Handelsmuster pH-Wert pH-Wert
potentiometrisch pH-Vergleichslosungen
I 11,19 11,00
o 11,12 10,90
m 11,23 11,10
v 11,16 11,00
v 11,20 . 11,10
VI 11,25 11,20
A7218 11,21 11,10

Im Hinblick auf die erhaltenen Werte stellen wir die Forderung auf, dass
der pH-Wert der Stammldsung bestimmt mit pH-Vergleichslosungen zwischen
10,80 und 11,40 liegen muss.

Spezifische Drehung: Fiir die spezifische Drehung der 1-Ephedrinbase fan-

den sich in der Literatur folgende Angaben:

Manske und Holmes (60) [a(-]]230= -6,30 (Hemihydrat in Alkohol)
Lebeau und Janot (61) [ot]lz)": -6,0° (in Alkohol)
Svenska F. 1946 [0(]12)0= +13° (s‘ir%)ige Losung in Was-
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Die Monographien, mit Ausnahme von Svenska F., lassen die spezifische
Drehung mit dem Hydrochlorid bestimmen., Auch Merck Index fiihrt keine spezi-
fische Drehung der Base an, sondern enthilt die Angabe, dass die Bestimmung
am besten mit dem Hydrochlorid auszufiihren sei.

Wir schliessen uns den Vorschligen der Monographien an und lassen die
Bestimmung ebenfalls in einer salzsauren L&sung vornehmen,

Die spezifische Drehung von l-Ephedrinhydrochlorid betridgt nach den Lite-
raturangaben:

Manske und Holmes (60) [0"]12)0= - 34°  in Wasser

Lebeau und Janot (61) [0(]?)0= - 36,6° in Wasser 5 %ige
Losung

Merck Index 61 Ed.(59) [m]lz)°= - 33 bis - 35,5° 5 %ige Lsg.

Die Monographien gestatten fiir die salzsaure Losung der Base folgende

Drehungsintervalle:
USP XIV in 5 %iger Losung”) : -33 bis -35,5°
Brit.Ph.1958 in 5 %iger Losung : -33 bis -35,5°
Ph. Dan. II 1948 in 4,7%iger Losung : -33 bis -36,2°
Ph, Belg, IV Suppl. 1951 in 5,8%iger Losung : -33 bis -35°
NNR 1941 in 12, 2%iger Losung : -32 bis 35,5°

*) Die Prozent-Gehalte der Losungen wurden von uns auf das Hydrochlorid
bezogen,

Die Mittelwerte unserer Muster betrugen fiir eine 5 %ige Losung (Gew./Vol.)

34,69°
34,70°
34,63°
34,91°
34,57°
34,80°
- 34,75°

Ss<=2gR~-
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In Anlehnung an diese Werte, glauben wir uns der sehr strengen Forderung
der Ph,Helv.V, welche fiir den Artikel Ephedrinum hydrochloricum ein
Drehungsintervall von -34% bis -35° gestattet, anschliessen zu konnen, Die For-
derung muss streng sein, da die Bestimmung der spezifischen Drehung eine sehr
wichtige Priifung zur Erkennung von Nebenalkaloiden und dl-Ephedrin darstellt,

Wir schlagen fiir den Pharmakopdetext folgende Formulierung vor:

"Die spezifische Drehung der salzsauren Ldsung des Alkaloides muss
zwischen -34° und -35° liegen.

(Dementsprechend darf der Drehungswinkel einer Lsung von 0,8637 g
ungetrockneter Kkristallwasserhaltiger 1-Ephedrinbase, entsprechend
1,0000 g 1-Ephedrinhydrochlorid, in 6 ml 1 N-Salzsiure + 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 Reinheitspriifung

Abwesenheit von Alkalimetallen: Einige Kristalle 1-Ephedrinbase diirfen
nach dem Verbrennen am Platindraht die nicht leuchtende Flamme hochstens
rasch voriibergehend gelb, bei Betrachtung durch das Kobaltglas jedoch nicht
rosa firben (Natrium, Kalium). In allen Mustern waren zulissige Spuren Natrium

nachweisbar.

Abwesenheit von Schwermetallen: Diese Priifung wird einzig von Ph.Dan,II
1948 vorgenommen, welche fordert, dass in der 2 %igen Stammlésung keine
Schwermetalle nachweisbar sein diirfen, Wir fiihrten die Priifung nach den Vor-
schldgen zur Ph.Helv, VI aus und schreiben ebenfalls Abwesenheit von Schwerme-

tallen vor, da diese Forderung von sfdmtlichen Mustern erfiillt wurde,

Abwesenheit von Chlorid und Sulfat: Die Mehrzahl der Monographien lisst
auf Chlorid und Sulfat priifen. Diese Priifung ist nicht nur als Reinheitspriifung
wichtig, sondern auch um Verwechslungen der Base mit den im Handel gebriuch-

lichen Salzen auszuschliessen. Die Priifungen wurden nach den Vorschlidgen zur
Ph. Helv. VI in der Stammldsung vorgenommen und fielen mit allen Mustern nega-
tiv aus. Die Forderungen fiir den Pharmakopdetext werden entsprechend formu-

liert.



- 109 -

Abwesenheit von Oxalat: Auf Oxalat, welches aus der Darstellung anwe-

send sein kann, lidsst nur Brit.Ph.1958 priifen; sie verwendet fiir diese Priifung
0,5 g Substanz. Da nach unseren Feststellungen mit folgender Reaktion noch
etwa 0,1 % Oxalsdure nachgewiesen werden kann, schien uns die Ausfiihrung
mit 5 ml Stammldsung bzw. 0,2 g 1-Ephedrinbase fiir angemessen, Wir formu-
lieren die Reaktion wie folgt:

"5 ml Stammldsung werden mit verdiinnter Salzsidure RS neutralisiert.

Auf Zusatz von 1 ml Kalziumchlorid RS darf innerhalb 10 Minuten weder
eine Fillung noch eine Trilbung entstehen (Oxalsiure)."

Simtliche der gepriifien Muster entsprachen dieser Forderung.

Priifung auf konz, Schwefelsiure firbende Verunreinigungen: Ausser Ph.

Dan.II 1948, welche fiir die Firbung eine Grenzpriifung anfiihrt, und Svenska F.
1946, welche Farblosigkeit der Losung verlangt, lisst keine der Monographien
auf konz. ‘Schwefelsiure firbende Verunreinigungen priifen.

Die Losungen von 60 mg l-Ephedrinbase in 2 ml konz. Schwefelsiure zeig-
ten beim Vergleich mit den Farbvergleichslosungen folgende Firbungen:

Muster I i m v v VI v
sofort = G6 = G6 = Ge = G6 = G6 = G6 = G6
5 Min, Zimmer- _ _ _ _ _ _ _
temperatur =Gy =Gg =Gy =Gy =G5 =Gg =Gg
30 Min. Zimmer-  _ _ _ _ _ _
temperatur =BGy =BG; =BGg =BG; =BG; =BGy =BGy
5 Min, Wasserbad = G3 = GG4 = GGS = G3 = G3 = GG5 = G4
10 Min, Wasserbad = G3 = GG4 = GG5 = G3 = G3 = GG5 = G4

Fiir den Pharmakopdetext formulieren wir die Forderung wie folgt:

"Die Losung von 60 mg l-Ephedrinbase in 2 ml konz. Schwefelsiure RS
darf sofort betrachtet nicht stirker gelb gefirbt sein als Farbvergleichs-
16sung Gg; nach 30 Minuten darf die Losung hochstens die Firbung von
Vergleichslésung BGy und nach Erwirmen im Wasserbad wihrend 10 Mi-
nuten héchstens die Firbung von Vergleichslosung G3 oder GGy aufweisen, ”
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Abwesenheit von konz. Salpetersiure firbenden Stoffen:

"Die Losung von 30 mg l-Ephedrinbase in 1 ml konzentrierter Salpeter-
siure RS muss farblos sein (Morphin, Bruzin)."
Diese Priifung wird von der Ph,Helv,V bei den meisten Alkaloiden vorge-
nommen, um Verwechslungen mit den beiden stark wirkenden Substanzen zu ver-
meiden, Simtliche der gepriiften Muster 18sten sich farblos. '

Quantitative Bestimmungen

a) Wasser- bzw, Feuchtigkeitsgehalt

Die Monographien, mit Ausnahme von NNR 1941, fiihren keine Bestimmung
des Wasser- bzw, Feuchtigkeitsgehaltes an, sondern beriicksichtigen diesen bei
der Gehaltsbestimmung. Nach NNR 1941 wird die Base in Aether geldst, dieser
unter vermindertem Druck abdestilliert, und der Riickstand {iber Kalziumchlorid
getrocknet, Die Forderung lautet, dass die kristallwasserhaltige Base mindestens
3 % und hdchstens 6 % Wasser, die wasserfreie Base hdchstens 1,5 % Feuchtig-
keit enthalten diirfe. Mit dieser Methode ermittelten wir bei unseren kristallwas-
serhaltigen Mustern nach Trocknen iiber Kalziumchlorid widhrend 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 Verhiltnissen
entsprechen.

Durch Trocknen im Schwefelsdure-Exsikkator wihrend 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 lingerer Trocknungsdauer auch
nicht mehr genau feststellbar, da 1-Ephedrinbase schon bei Zimmertemperatur
erheblich fliichtig 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 Schwefelsidure-Exsikkator aufbewahrtes Muster inner-
halb von 6 Monaten einen Gewichtsverlust von 9,47 % aufwies. Bei lingerer
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Trocknungsdauer gehen also Wasserverlust und Gewichtsverlust, letzterer be-
dingt durch Fliichtigkeit der Substanz,nebeneinander her.

Da die Wasserbestimmung nach Karl Fischer fiir kristallwasserhaltige Ver-
bindungen die Methode der Wahl darstellt, mochten wir dieser Bestimmungsart
den Vorzug geben,

Die mittels der Karl Fischer-Titration festgestellten Wasser- bzw. Feuch-
tigkeitsgehalte in % sind die folgenden:

Muster I o m v \A VI v
Wassergehalt 5,09 5,08 5,12 5,07 5,14 5,03
Feuchtigkeits- *)
gehalt 0,14
¥) Muster Nr. VII = wasserfreie Base, iiber Silikagel aufbewahrt,

In Anlehnung an diese Resultate konnen wir fordern, dass der Wassergehalt
der kristallwasserhaltigen 1-Ephedrinbase bestimmt mit 1 g nach Karl Fischer
mindestens 4,8 % und hochstens 5,4 % betragen muss.

Untersuchungen beziiglich der Hygroskopie: Wie bereits erwdhnt, waren die

als wasserfrei deklarierten Muster wihrend der Lagerung von etwa 6 Monaten

in die kristallwasserhaltigen Verbindungen iibergegangen. Die Muster waren in
einem Schraubdeckelglas - wie wir sie vom Hersteller bezogen hatten - aufbe-
wahrt und wihrend dieser Zeit nicht getffnet 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 iibergeht. Gleich-
zeitig tiberpriiften wir das Verhalten des Hemihydrates, welches nach Moore

und Tabern (64) eine stabile Substanz darstellt, die weder Wasser aufnimmt,
noch leicht Wasser abgibt.

Fiir diese Untersuchung verwendeten wir frisch eingegangene l-Ephedrinbase,
deren Gehalt im Mittel 98,28 % betrug. Je 0,5 g fein pulverisierte Base wurden
im Schwefelsiure-Exsikkator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, Die Trocknung
erfolgte wihrend 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 Schwefelsiure beschickt war. Die Feuchtigkeitszunahme

wurde auf das nach der Trocknung iiber konz. Schwefelsiure bis zur Gewichts-
h

?

konstanz ermittelte Gewicht bezogen. Die Wigungen erfolgten nach 30, lh, 4
6h, 24h und 3 Tagen.
Die Feuchtigkeitszunahme in % nach den einzelnen Wigungen ist in folgen-

der Tabelle veranschaulicht,

Tabelle 4 Feuchtigkeitszunahme einiger Muster innerhalb von 3 Tagen

Feuchtigkeitszunahme in %
Zeit
Probe I Probe I Probe I Mittelwert

30" 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
6" 3,85 4,15 4,15 4,05
24" 4,21 4,87 4,41 4,50
48" 4,65 4,99 4,79 4,81
3 Tage | 4,88 5,16 504 5,03

In 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 % betrigt somit:

Probe 1 Probe I Probe I

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 1 Probe II Probe II

5,07 % 5,15 % 5,22 %
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Die mit der Karl Fischer-Methode ermittelten Werte liegen etwas héher.
Der Grund dafiir liegt darin, dass die bis zur Gewichtskonstanz getrocknete
Ausgangssubstanz noch etwas Feuchtigkeit enthielt, welche bei der nachfolgenden
Priifung auf Feuchtigkeitszunahme nicht erfasst werden konnte. Der theoretische
Kristallwassergehalt des Hemihydrates betrigt 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 I
5,13 % 5,26 %

Diese Wassergehalte entsprechen dem Hemihydrat, woraus folgt, dass letzteres
eine bestiindige Substanz darstellt und nicht die Tendenz aufweist, in hoher kris-
tallwasserhaltige Verbindungen iiberzugehen.

Aus dem beschriebenen Versuch geht hervor, dass wasserireie 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 behilt auch bei weiterem Angebot von
Luftfeuchtigkeit einen konstanten Kristallwassergehalt von ca. 5,2 %.

Das starke hygroskopische Verhalten der wasserireien 1-Ephedrinbase ver-
anlasste uns im weiteren dazu, ein Muster sofort nach Eingang in verschiedenar-
tige Glidser abzufiillen und nach bestimmter Zeit den Feuchtigkeitsgehalt mittels
der Karl Fischer-Methode zu iberpriifen. 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
betrichtliche Gehalt von 2,80 %, wihrend eine in einer Hohlstopfenflasche iber
Silikagel aufbewahrte Probe einen Gehalt von nur 0,14 % Feuchtigkeit zeigte.

Wir leiten daraus die Folgerung ab, dass wasserfreie 1-Ephedrinbase iiber
einem Trocknungsmittel aufzubewahren ist, denn nur bei solcher Aufbewahrung
ist ein konstanter Gehalt von annihernd 100 % Base gewihrleistet.
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b) Verbrennungsriickstand

Nach den meisten Vorschriften soll der nicht verbrennbare Anteil hichstens
0,1 % betragen, Svenska F. 1946, welche die Bestimmung mit nur 0,1 g Sub-
stanz vornehmen lisst, gestattet maximal 1 %. Wir verwendeten fiir die Bestim-
mung 0,5 g Substanz. Unser diesbeziiglich schlechtestes Muster wies einen Riick-~
stand von 0,1 % auf, wihrend simtliche ibrigen Muster Riickstinde von 0,05 %
hinterliessen. In Anbetracht dieser Werte glauben wir uns den Forderungen der
Monographien anschliessen zu konnen und verlangen, dass 0,5 g l-Ephedrinbase
keinen wigbaren Verbrennungsriickstand hinterlassen diirfen (0,1 %).

c) Gehaltsbestimmungen

Nach den Angaben der Literatur kann l-Ephedrinbase auf verschiedene Ar-
ten bestimmt werden. Ein Verfahren nach Wickstr¢m und Salveson (65)
beruht auf der kolorimetrischen Bestimmung von Azetaldehyd, der durch Einwir-
kung von Perjodsiure aus Ephedrin entsteht. Bei dem von Chatten und Pugs-
ley (66) entwickelten Verfahren wird die Farbe des Umsetzungsproduktes von
Ephedrin mit Pikrylchlorid in Benzollosung spektrophotometrisch gemessen,
Keller und Weiss (49) schlagen die quantitative Bestimmung mit Hilfe von
Natriumtetraphenolborat vor.

Sdmtliche Monographien lassen eine alkalimetrische Titration ausfithren, wo-
bei die alkoholische Losung der Base mit einem Siureiiberschuss versetzt, und
dieser dann mit Lauge zuriicktitriert wird. Nur Ph,Dan,II 1948 lisst die Base
auf direktem Wege mit Sdure titrieren.

Die Gehaltsforderungen der Monographien:

USP XIV mindestens 94 % (bei Vorliegen des Hemihydrates)

mindestens 98,5 %  (bei Vorliegen der wasserfreien Base)
Brit,Ph.1958 94 - 95 % (vezogen auf die wasserfreie Base)
Ph.Dan, 1948 I 98,4 - 100,2 % (vezogen auf das Hemihydrat)

93,3 - 95,0 % (bezogen auf die wasserfreie Base)
g’pﬁelﬁgﬁ 94 - 95 % (bezogen auf die wasserfreie Base)
Codex Gall, 7 mindestens 98,5 % wasserfreie Base
Svenska F, 1946 93,3 - 95,3 % {bezogen auf die wasserfreie Base)
NNR 1941 98 - 100 % (bei Vorliegen der wasserfreien Base)

94 - 96 % (bei Vorliegen des Hemihydrates).
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Wir fiilhrten folgende Untersuchungen aus:

1. Indirekte alkalimetrische Titration: Ca. 0,3 g ungetrocknete 1-Ephedrin-
base (genau gewogen) losten wir in 5 ml siurefreiem Aethanol 94 %, fiigten 25 ml

0,1 N-Salzsiure (genau gemessen) und 5 Tropfen Methylrot RS hinzu und titrier-
ten den Sdureiiberschuss mit 0,1 N-Natronlauge zuriick.

1 ml 0,1 N-Salzsiure entspricht 0,01742 g CyoH 50N - 12 H,0

2. Direkte alkalimetrische Titration: Ca. 0,2 g ungetrocknete 1-Ephedrin-
base (genau gewogen) lésten wir in 10 ml siurefreiem Aethanol 70 % und titrier-

ten unter Verwendung von 3 Tropfen Taschiro-Indikator RS mit 0,1 N-Salzsiure
bis zum Farbumschlag in Rotviolett.

1 ml 0,1 N-Salzsiiure entspricht 0,01742 g CIOHISON < 12 H,0

Muster III titrierten wir ausserdem noch potentiometrisch und fiihrten 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 99,175 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 grdssten Potentialsprungs (Aequivalenz-
punkt der zu titrierenden Base). Daraus geht hervor, dass fiir die alkalimetrische
Titration von 1-Ephedrinbase mit 0,1 N-Salzsiure sowohl Methylrot RS als auch

Taschiro-Indikator RS verwendet werden kann.

3. Titration mit Perchlorsiure in Eisessig: Diese Bestimmung wurde in

einer gegen Luftfeuchtigkeit vollkommen abgeschlossenen Apparatur ausgefiihrt,
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da die Substanz azetylierbar ist und deshalb weder Vorlage noch Ldsungsmittel
oder Titrierfliissigkeit Essigsdureanhydrid im Ueberschuss enthalten diirfen. Wir
verwendeten die von der Ph,Helv.V, Suppl,IIl zur Bestimmung des Wassergehal-
tes nach Karl Fischer vorgeschriebene Apparatur. Das eine Vorratsgefiss ent-
hielt den als Losungsmittel bestimmten wasserfreien Eisessig, das zweite Vor-
ratsgefiss die Titrierfliissigkeit (0,1 N-Perchlorsiure in Eisessig). Die Trocken-
rohre der Vorratsgefisse waren mit Essigsdureanhydrid beschickt.

Fiir die potentiometrischen Kontrollbestimmungen 1dsten wir jeweils ein Mil-
limol = 0,1742 g ungetrocknete l1-Ephedrinbase in 50 ml wasserfreiem Eisessig
und titrierten nach Zusatz von 3 Tropfen Kristallviolett RS mit 0,1 N-Perchlor-
sidure in Eisessig bis zum grossten Potentialsprung, indem wir die Farbinderung
des Indikators beobachteten. Der Umschlag erfolgt von Reinblau nach Griinstichig-
blau und ist auf einen Tropfen genau zu erkennen., Die Titrationskurve ist aus
Abb. 5 ersichtlich,

Fiir die visuelle Titration 16sten 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-Perchlorsidure in Eisessig
bis zum ersten Griinstich.

1 ml 0,1 N-Perchlorsiure entspricht 0,01742 g CIOH15ON - 172 H,0

Die Titrationen wurden so rasch als moglich ausgefilhrt, um die Azetylierung,
welche unter Umstinden sogar schon in anhydridfreiem Eisessig stattfinden kann,
zu verunmoglichen, Wir erhielten jedoch auch bei den etwas mehr Zeit beanspru-
chenden potentiométrischen Titrationen stets Resultate, die eine Azetylierung der
Substanz ausschliessen. Der Kristallwassergehalt der Base wurde ebenfalls nicht

als storend empfunden.

4, Gravimetrische Bestimmung als Tetraphenylborat: Im Prinzip verfuhren

wir nach der von Keller und Weiss (49) vorgeschlagenen Methode,

Wir lsten ca. 50 mg l-Ephedrinbase (genau gewogen) in der Mischung von
50 ml Wasser und 10 Tropfen verdiinnter Essigsidure RS (pH-Wert ca. 4,5) und
versetzten die auf 40° erwirmte essigsaure Lésung tropfenweise unter hidufigem
Umriihren mit 6 ml klar filtriertem Kalignost RS. Nach dem Abkiihlen auf 18°
filtrierten wir durch einen Glasfiltertiegel G 4 Dann wurde der Niederschlag
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Abb. 4 Titrationskurve von 1-Ephedrinbase

Einwaage: 1 Milli4quivalent, Potentialanstieg zwischen 8 ml und 11 ml 0,1 N-
Salzsture; Indikator: Methylrot RS oder Taschiro-Indikator RS

zuerst mit 50 ml einer Waschfliissigkeit (bestehend aus 3 ml Kalignost RS und
0,5 ml konzentrierter Essigsiure 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° Verfirbungen der Niederschlige fest.

1 g Ephedrin-tetraphenylborat entspricht 0,3597 g C10H15ON c 12 H20

Es ergaben sich folgende Resultate:

92,86 % 96,55 %
93,96 % 94,20 %

Muster I

Die mit dieser Methode erhaltenen Werte liegen viel zu tief, Die grossen

Schwankungen treten wahrscheinlich wegen ungeniigender Ausfillung der Tetra-
phenylborate auf.
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Abb. 5 Titrationskurve von l-Ephedrinbase

Einwaage: 1 Millifiquivalent, Potentialanstieg zwischen 8 ml und 12 ml 0,1 N-
Perchlorsiure; 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 gepriiften Muster zeig-
ten folgende Resultate:

Handelsmuster Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl
I 99,45 % 99,52 %
o 99,38 % 99,25 %
m 99,32 % 99,18 %
v 99,41 % 99,3¢ %
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v 99,14 % 99,30 %
VI 99,20 % 99,42 %
v 99,51 % 99,26 %

Zusammenstellung der Resultate (Methode 1 - 3)

Muster alkalimetrisch alikalimetrisch Perchlorsiure

direkt indirekt
I 99,98 % 99,76 % 99,70 % visuell

99,89 % 99,72 % 99,53 % visuell

99,90 % 99,88 % 99,59 % potentiometrisch

99,92 % 99,79 % 99,61 % Mittelwert
I 99,97 % 99,68 % 99,80 % visuell

99,82 9% 99,76 % 99,62 % visuell

99,98 % 99,88 % 99,67 % potentiometrisch

99,92 % 99,11 % 99,70 % Mittelwert
m 99,91 % 99,77 % 99,48 % visuell

99,89 % 99,82 % 99,69 % visuell

99,85 % 99,78 % 99,61 % potentiometrisch

99,88 % 99,79 % 99,59 % Mittelwert
v 99,94 % 99,71 % 99,79 % visuell

99,89 % 99,89 % 99,70 % visuell

99,87 % 99,84 % 99,64 % potentiometrisch

99,90 % 99,81 % 99,71 % Mittelwert
v 99,93 % 99,72 % 99,80 % visuell

99,88 % 99,84 % 99,59 % visuell

99,95 % 99,89 % 99,65 % potentiometrisch

99,92 % 99,82 % 99,68 % Mittelwert
VI 99,82 % 99,57 % 99,55 % visuell

99,90 % 99,64 % 99,72 % visuell

99,76 % 99,77 % 99,63 % potentiometrisch

99,83 % 99,66 % 99,63 % Mittelwert
vl 99,92 % 99,84 % 99,56 % visuell

99,86 % 99,70 % 99,65 % visuell

99,78 % 99,73 % 99,68 % potentiometrisch

99,85 % 99,76 % 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 hochstens 100,2 %
CIOH15ON - 12 HZO enthalten muss, wohl berechtigt.

Da eine relativ starke Base vorliegt, welche alkalimetrisch gut bestimmbar
ist, geben wir dieser einfachen Methode den Vorzug. Fiir PharmakopSezwecke
schlagen wir die direkte Titration mit 0,1 N-Salzsiure unter Verwendung von

Taschiro-Indikator RS vor.

Bemerkung zur arzneilichen Vorschrift

Die Base wird hauptsiichlich fiir 6lige Zubereitungen, meist in einer 1 %igen
Losung in Paraffindl, verwendet, da sie in Oelen besser 16slich ist als ihre Sal-
ze. Rosin, Eger und Mack (67) haben die Loslichkeit der wasserfreien, so-
wie der kristallwasserhaltigen Base in Paraffindl untersucht. Sie stellten fest,
dass sich in 100 ml Paraffin6l bei 20° ca. 2,2 g wasserfreie, jedoch nur ca.

0,9 g kristallwasserhaltige Base losen. In Anbetracht dieser Eigenschaft wire

es angezeigt, die wasserfreie Base als offizinell zu erkliren. Dagegen spricht
die Tatsache, dass letztere ausserordentlich hygroskopisch ist. Simtliche Phar-
makopden, mit Ausnahme von Codex Gall, 7, filhren 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 Arzneischatz
gestrichen. Auf Grund der ausgeprigten hygroskopischen Eigenschaft der wasser-
freien Base ist wohl trotz der weniger guten Loslichkeit in Paraffinl der kristall-
wasserhaltigen Substanz der Vorzug zu geben, Letztere weist einen konstanten
Gehalt auf und benétigt keine besonderen Vorschriften beziiglich der Aufbewah-
rung.

In Uebereinstimmung mit den anderen Arzneibiichern schlagen wir die kris-

tallwasserhaltige Base zur Aufnahme in die Pharmakopde vor.

Vorschlige zur Dosierung

Maximaldosen und Gebrauchsdosen bringen wir analog 1-Ephedrinhydrochlo-
rid (s.Seite 137) in Vorschlag.



Sinnenprifung

Farbe Kristalle

farblos
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Untersuchung von Handelsmustern

Kristalle
farblos

Granulat
weiss

Kristalle
farblos

hwach

Kristallmasse
weiss

Granulat
weiss

Kristallmasse
weiss

hwach

Geruch
aminartig

Geschmack

Identitdispriifungen
Biuretreaktion

Abspaltung von
Benzaldehyd

Féllung mit Dragen-
dorfi-Reagens

Pikrat~Schmelzpunkt

Reinheftspriifungen

Smp, des Hydrochlo-
rides

Loslichkeit
los

Reaktion der Stamm-
l6sung potentiome-
trisch

pH-Vergleichslésungen
Spezifische Drehung -
Schwermetalle
Chlorid
Sulfat
Oxalat

konz, Schwefelsiure
farbende Stoffe

sofort

§' Zimmertemperatur
30'Zimmertemperatur
5' Wasserbad

10 Wasserbagd

konz., Salpetersiure
firbende Stoffe

Quantitative Bestim-
mungen

Wassergehalt bzw,
Feuchtigkeitsgehalt

tick-

bitter

+

+

nur Nadeln

93,5-94,5°

218, 4-219, 4°

klar und farb-

11,18

11,00
34,69°

farblos

5,00%

aminartig
bitter

+

+

nur Nadeln

93,2-94,5°

218, 4-219,9°

klar und farb-
los

11,12

10,90
- 34,700

5,08%

aminartig
bitter

nur Nadeln

93, 8-94, 60

aminartig
bitter

+
+

nur Nadeln

93,5-94,6°

217,9-218,9° 218,2-219,8°

klar und farb- klar und farb-

los
11,23

11,10
-34,63°

n
Q

5,12%

Verbr

stand
Gehalt
direkte alkalimetr.
Titration
Perchlorsiure-Titr.
visuell
potentiometrisch
Stickstoff nach
Kjeldahl

99,79%

99,62%
99,58%

99, 49%

99,77%

98,71%
99, 67%

99,32%

99,79%

99,59%
99,61%

99,25%

los
11,16

11,00
-34,01°

5,01%
unwighar

99,81%

99,75%

99, 64%
99,38%

aminartig
bitter

nur Nadeln

93,5-94,5°

218, 4-219,9°
klar und farb-
los

11,20

11,10
-34,571°

5,14%

aminartig
bitter

nur Nadeln

93,1-94, 6°

218,9-219,9°

klar und farb-
los

11,25

11,20
-34,80°

5,03%

aminartig
bitter

nur Nadeln

93,2-94,2°

218, 4-219,8°

kiar und farb-
los

11,21

11,10
-34,75°

farblos

0,14%

99,82%

99,70%
99,65%

99,22%

99, 66%

99, 64%
99,63%

99,31%

99,76%

99,61%
99, 68%

99,39%
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Ephedrinum basicum

Syn.: 1-Phenylmethylaminopropanolum

1-Ephedrinbase Ephédrine lévogyre Efedrina levogyra

@—CH - CH - CHy - 12 H0
| |

OH NH - CH3

H,ON - 12 Hy0 Mol, -Gew. 174,2

Ciof1s

¢-1-Phenyl-2-methylamino-propanol-(1) « 1/2 H20 mit einem Gehalt von min-
stens 99,2(99,2 - 100,2)% C,H,ON * Y2 H,0.

Priifung

Stammldsung S: 0,8 g, fein pulverisiert, werden in 20 ml frisch ausgekoch-
tem und wieder erkaltetem Wasser gelost. Die Losung dient als S fiir die Pri-
fungen 2b,c,d, 4,5,7,8,9,10 und 11,

1. Sinnenpriifung: Farblose Kristalle, wachsartige Kristallmasse, weisses
kristallines Pulver oder Granulat von schwach aminartigem Geruch und bitterem
Geschmack.

2. Nachweis der Ephedrinbase:

a) Die Losung 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 Identititsreak-
tion auf Chlorid und zeigen nach dem Trocknen bei 103 - 1050 einen Schmelzbe-
reich von 217,0 - 220,00 (korr.),

b) Die Mischung von 0,5 ml § und 0,5 ml Wasser ergibt mit 1 Tropfen
Kupfersulfat RS eine intensiv violette Firbung, Wird die Fliissigkeit nach Zusatz
von 1 ml verdiinnter Natronlauge RS mit 1 ml Aether geschiittelt, so nimmt die
Aetherphase eine pupurne Firbung an, wihrend die Farbe der wissrigen Phase
nach Hellblau umschligt (Amphaetamin),

c) Wird die Mischung von 1 ml S und 5 ml Wasser mit einem kleinen Kris-
tall Ferrizyankalium und einigen Tropfen verdiinnter Natronlauge RS erwirmt, so
entwickelt sich der Geruch nach Benzaldehyd (Amphaetamin, Methylamphaetamin),

d) Wird die Mischung von 1 ml S und 3 Tropfen verdiinnter Essigsiure RS
mit 3 ml Pikrinsidure RS versetzt, so entsteht eine gelpe Triibung, die sich un-
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ter schwachem Erwirmen wieder 16st. Man ldsst erkalten, bis die Triibung wie-
der erscheint, und beschleunigt durch Reiben der Reagensglaswinde mit einem
Glasstab die Ausfillung. Der Niederschlag wird abgenutscht, mit 5 ml Wasser
gewaschen und in 4 ml heissem Benzol gelst. Nach dem Erkalten scheidet sich
das Pikrat in Form von feinen Nadeln ab. Diese werden abgenutscht, mit 5 ml
Benzol gewaschen und wihrend 24 Stunden im Schwefelsiure-Exsikkator getrock-
net, Der Schmelzbereich muss zwischen 93° und 95° (korr.) liegen.

3. Spezifische Drehung: - 34° bis - 350, bestimmt mit einer Ldsung von
0, 8637 g ungetrocknefer Substanz, entsprechend 1,0000g 1-Ephedrinhydrochlorid,
in 6 ml 1 N-Salzsiure + Wasser zu 20 ml,

4. Reaktion: pH von S = 10,80 - 11,40, bestimmt mit pH-Vergleichslésun-
gen,

5. Eigenschaften der Losung: S muss klar und farblos sein.

6. Schwefelsdureprobe: 60 mg in 2 ml konzentrierter Schwefelsdure RS
gelost, diirfen sofort betrachtet nicht stirker als Farbvergleichsldsung GG’ nach
30 Minuten nicht stirker als Farbvergleichslésung BGs und nach Erwidrmen im
siedenden Wasserbad wihrend 10 Minuten nicht stirker als Farbvergleichslésung
Gg oder GGy gefirbt sein.

7. di-Ephedrin: Wird die Mischung von 0,5 ml S, 0,5 ml Wasser und 3
Tropien verdiinnter Schwefelsdure RS mit 2 ml Dragendorff-Reagens versetzt

und einmal rasch durchgeschiittelt, so entsteht binnen einiger Minuten eine volu-
mindse, ziegelrote Fillung. Nach dem Stehen iiber Nacht diirfen bei der Betrach-
tung des Niederschlages unter dem Mikroskop nur nadelférmige Kristalle erkenn-
bar sein (dl-Ephedrin).

8. Schwermetalle: 2 ml S miissen den Anforderungen der Grenzreaktion
a II entsprechen,

9, Chlorid: 1 ml S muss den Anforderungen der Grenzreaktion a II ent-
sprechen,

10, Oxalat: 5 ml S werden mit verdiinnter Salzsidure RS neutralisiert. Auf
Zusatz von 1 ml Kalziumchlorid RS darf innerhalb 10 Minuten weder eine Fillung
noch eine Triibung 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, Verbrennungsriickstand: Unwigbar, bestimmt mit 0,5 g.

14, Gehalt: Ca. 0,2 g ungetrocknete Substanz (genau gewogen) werden in
10 mi Aethanol 70 % gelost und unter Verwendung von 3 Tropfen Taschiro-Indi-
kator RS mit 0,1 N-Salzs#ure bis zum Farbumschlag von Griin nach Rotviolett
titriert.
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1 ml 0,1 N-Salzsiure entspricht 17,42 mg CyoHy5ON - 112 H,0

Der so gefundene Gehalt muss 99,2 - 100,2 % betragen.

Aufbewahrung: In gut verschlossenem Behilter, vor Licht geschiitzt.

Sterilisation von oligen LOsungen: 2 Stunden bei 120° (Trockenschrank),

Erhitzen im ges#ttigten Wasserdampf unter Druck wihrend 15 - 20 Minuten bei
110 - 1200 (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

Loslichkeit: 1 T. lost sich in 20 T, Wasser, 20 T. Glyzerin, 25 T. Oli-
vendl, 110 T. Paraffinél (die Loslichkeit in Paraffindl kann erhdht werden, wenn
die zu ldsende Base mit der gleichen- Menge Oelsiure angerieben wird; Kampfer,
Menthol und Thymol bewirken ebenfalls eine ErhShung der Léslichkeit in Paraf-

fin6l), Leicht 15slich in Aethanol, Aether und Chloroform.

Inkompatibilitdten: Jod, Gerbsiure (Fillung); Silbersalze werden in wissri-~

ger Losung zu metallischem Silber reduziert; aus Trichlorisobutylalkohol wird
Salzsdure in Freiheit gesetzt.
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3.3.4. Ephedrinium chloratum

Syn.: Ephedrini hydrochloridum, Phenylmethylaminopropanolum hydro-

chloricum
©—<|:H—(|:H—CH3 - a®
OH %IHZ— CH3

ClOHISON + HC1 Mol, -Gew, : 201,17
Ephedrinum hydrochloricum Ph,Helv.V, Ausg. 1953, p. 354
Ephedrine Hydrochloride Brit, Ph. 1958, p. 247
Ephedrini Hydrochloridum Ph.Int., Vol. I, p. 104
Ephedrini hydrochloridum Ph.Dan. KX, Vol.II, p. 306,

Svenska F, XI, p. 210
Ephédrine (Chlorhydrate D') - Codex Gall. 7, p. 257
Ephedrini Hydrochloridum Laevogyrum Ph.Belg.IV, p. 275
Ephedrinum hydrochloricum DAB 6, 3.Nachtrag, 1959, p., 233

Fiir die Darstellung, die moglichen Verunreinigungen, die Identitits- und
Reinheitspriifungen gelten im allgemeinen die fiir Ephedrinum basicum gemach-
ten Angaben sinngeméss, Wir beschrinken uns daher auf die Beschreibung der
davon abweichenden Untersuchungen.

Darstellung

Eine konzentrierte wissrige Losung von 1-Ephedrinbase wird mit Salzsiure
neutralisiert. Das nach dem Abdampfen auf dem Wasserbad abgeschiedene Alka-
loidsalz kann je nach dem Reinheitsgrad der verwendeten Base aus absolutem
Alkohol unter Eiskithlung und Aetherzusatz wiederholt umkristallisiert werden
(44). Die Darstellung der Base erfolgt zwecks Abtrennung von Nebenalkaloiden
oft iiber das Hydrochlorid (vgl. Darstellung von Ephedrinum basicum, Seite 91),

Sinnenpriifung

Alle fiinf Handelsmuster lagen als lidngliche Prismen von groberer und fei-
nerer Struktur vor. Die von Ph, Helv.V angewandte Bezeichnung "nadelfdrmige
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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."

Identitédtspriifungen

Stammlésung: Die Identitdts- und Reinheitspriifungen werden in der 5%igen
(= ca. 0,25 m) Stammldsung (Herstellung vgl. unter Reinheitspriifungen, S, 128)

vorgenommen,

Nachweis der Ephedrinbase: Die Mehrzahl der Monographien fiilhrt 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 16sen und identifizieren diese auf Grund der Eigenschaft, bei Gegenwart
von Chloroform in das Hydrochlorid iiberzugehen,

Als Identititspriifungen fiir die Ph.Helv, VI mochten wir die Biuret-Reaktion
in der fiir 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 Ausfiihrung genannter Reaktionen ist im Artikel-Vorschlag beschrieben.
Alle gepriiften Muster entsprachen den Forderungen der Identititspriifungen.

Nachweis des SHureanteiles: Die Stammlosung ergibt die Identitétspriifung
auf Chlorid.




- 127 -
Reinheitspriifungen

a) Physikalische und physikalisch-chemische Priifungen

Schmelzbereich: Die in den Literaturangaben geforderten Werte fiir 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. IX 218 - 221° (korr.)
Svenska F. XI 215 - 220°

Codex Gall. 7 213 - 216°

Merck Index Tth. 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°
i} 212,0 - 213,0° 217,9 - 218,9°
I 211,5 - 212,5° 217,3 - 218,4°
v 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 - 221,10, 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 méchten wir deshalb ein
korr. Intervall von 217,0 - 220, 0° vorschlagen,

Loslichkeit, Priifung auf unl6sliche und firbende Verunreinigungen: Die Mo-

nographien, welche diese Priifung durchfiihren, verwenden dazu eine 2 %ige bzw.
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5 %ige Losung und fordern, dass diese klar und farblos sein soll. Wie Ph. Helv.
V, nahmen wir die Priifungen in der 5 %igen (= ca. 0,25 m) Stammldsung vor.
Zu deren Zubereitung 16sten wir ca. 1 g getrocknete Substanz (genau gewogen)
in 5 ml frisch ausgekochtem und wieder erkaltetem Wasser. Die Substanzmuster
1osten sich alle vollig klar, Ein Vergleich mit den Farbvergleichslésungen der
Ph, Helv.V, Suppl. II eriibrigt sich, da sidmtliche Muster farblose Ldsungen er-
gaben, Die in einem Messkdlbchen von 20 ml Inhalt mit frisch ausgekochtem und
wieder erkaltetem Wasser bis zur Marke erginzte Losung dient als Stammldsung
(= S) fiir eine Anzahl Identitits- und Reinheitspriifungen.

Reaktion der Stammlésung: Die Forderungen der Monographien lauten:

Brit. Ph, 1958

Ph.Int, Vol, I
DAB 6, 3.Nachtrag

Ph,Dan. IX

Svenska F. XI
Codex Gall, 7
Ph.Belg. IV

0,2 g Substanz gelSst in 10 ml Wasser darf
bei Titration mit 0,02 N-Natronlauge oder
0,02 N-Salzsiéiure gegen Methylrot maximal
0,1 ml verbrauchen.

5 %ige. Losung neutral gegen Lakmus.

5 %ige Losung darf durch 1 Tropfen Methylrot
weder gelb noch rot gefirbt werden,

Wissrige Losung neutral oder schwach sauer,
pH nicht unter 5,4,

5 %ige Losung soll neutral sein,
Wissrige Losung neutral gegen Lakmus.
5 %ige losung neutral gegen Lakmus,

Ph. Helv. V limitiert den pH-Wert der Stammldsung mit folgender Vorschrift:

"Je 1 ml der Stammlésung muss durch 1 Tropfen Bromthymolblau gelb
oder griinlichgelb, aber nicht griin, durch 1 Tropfen Methylrot gelb, orange
oder rot, aber nicht stirker rot gefirbt werden als 1 ml einer Mischung
von 3 ml Natriumazetat + 3 ml verdiinnte Essigsdure R + Wasser zu .

20 ml."

Die Stammlésungen unserer Muster wiesen folgende pH-Werte auf:

Handelsmuster

I
I
m

pH-Wert pH-Wert
potentiometrisch Farbtabelle Ph, Helv. V Suppl. III
5,85 5,80
5,93 5,80
6,25 6,20
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v 5,75 5, 60
v 6,00 8,00

Auf Grund unserer Resultate schlagen wir vor, dass der pH-Wert der
Stammldsung zwischen 5,4 und 6,4 liegen soll.

Spezifische Drehung: Die Bestimmung der spezifischen Drehung wird mit

der Stammlosung ausgefiihrt, weshalb diese mit einer genau gewogenen Menge
Substanz in einem Messkolbchen hergestellt wird.

In der Literatur finden sich fiir die spezifische Drehung von 1-Ephedrin-
hydrochlorid folgende Angaben, die sich meist auf eine 5 %ige wissrige Losung

beziehen,
Ph. Helv. V ) o
Ph. Belg. IV -34 bis -35
DAB 6, 3.Nachtrag
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% +1,5°
Merck Index Tth Ed. (153) -33 bis -35,5°
Manske und Holmes (60) -34°
Lebeau und Janot (61) -36,60

Die mit unseren Mustern erhaltenen Werte sind die folgenden:

Handelsmuster Spezifische Drehung

-34, 56°
-34,50°
-34,40°
-34,38°
-34,520

< gHR"-

Das von der Ph, Helv.V vorgeschriebene Intervall von -34 bis -35° kann
beibehalten werden, da simtliche Handelsmuster dieser Forderung sehr gut ent-
sprachen,
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b) Chemische Reinheitspriifungen

In den verschiedenen Monographien finden sich Reinheitspriiffungen auf Sul-

fat, fremde Alkaloide, sowie auf Schwefelsiure firbende Verunreinigungen. Ph Dan.
IX lisst ausserdem noch auf Schwermetalle, Ph.Belg.IV auf Eiweiss, Ph.Helv.V

auf Morphin und Bruzin sowie auf Eiweiss priifen,

Priifung auf konzentrierte Schwefelsiure firbende Verunreinigungen: Ph.Dan.

IX ldsst eine Grenzpriifung ausfiihren, die iibrigen Monographien verlangen Farb-

losigkeit der Lésung,

Die Losungen von je 60 mg unserer Substanzmuster in 2 ml konzentrierter

Schwefelsdure RS zeigten beim Vergleich mit den Farbvergleichslosungen der
Ph, Helv.V, Suppl, I, folgende Firbungen:

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

n

BG6

= BGG

= GG6

= GG6

farblos

farblos

farblos

= BG6

= BGG

= GGS

= GGS

farblos

farblos

farblos

farblos

farblos

farblos

= BGG

= BGG

= G65

= GG5

Als Forderung fiir den Pharmakopdetext sehen wir vor:

farblos

farblos

farblos

= BG6

= BG6

= GG5

= GG5

"60 mg Substanz in 2 ml konzentrierter Schwefelsiure RS gelsst, miissen
klar und farblos sein, nach 30 Minuten darf die Losung hSchstens die Fir-
bung von Farbvergleichslosung BGg und nach Erwirmen im siedenden Was-
serbad wihrend 10 Minuten hochstens die Firbung von Farbvergleichsls-
sung GGg aufweisen, "

Abwesenheit von dl-Ephedrin: Die Fillung mit Dragendorff-Reagens wird

in der im Artikel 1-Ephedrinum basicum beschriebenen Weise (vgl. S. 94) in der
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Stamml6sung vorgenommen. Bei simtlichen Mustern waren nur nadelférmige
Kristalle warhnehmbar.

Abwesenheit von Morphin, Bruzin: Ph.Helv.V lisst in Kombination mit der

Priifung auf Schwefelsiure firbende Verunreinigungen auf Morphin und Bruzin
priifen, Sie fordert, dass die Losung von 30 mg Substanz in 1 ml konzentrierter
Schwefelsdure sich auf Zusatz von 1 ml konzentrierter Salpetersdure nicht rot
fidrben darf,

Wir losten 60 mg Substanz in 2 ml konzentrierter Salpetersidure RS und
stellten bei den Losungen simtlicher Muster Gelbfirbung fest. Die Ldsungen von

Muster I und II waren gefirbt wie Farbvergleichslosung G, diejenigen der {ibri-

’
gen Muster wie Farbvergleichslosung G4. °
Es besteht ja wohl kaum die Moglichkeit, dass l-Ephedrinhydrochlorid mit
Morphin oder Bruzin verwechselt werden konnte, weshalb eine Priifung auf diese
Alkaloide u.E, iiberfliissig erscheint, Da mit dieser Priifung, wie es sich gezeigt
hat, jedoch andere konzentrierte Salpetersiure firbende Verunreinigungen erfasst
werden konnen, empfehlen wir sie in nachstehender Formulierung in die Ph, Helv.
VI aufzunehmen:

"60 mg Substanz gelbst in 2 ml konzentrierter Salpetersiure RS diirfen sofort
betrachtet nicht stéirker gelb gefdrbt sein als Farbvergleichslosung G 4 "

Abwesenheit von fremden Alkaloiden:

"Je 1 ml Stammldsung diirfen weder durch 2 Tropfen verdiinntes Ammo-
niak RS, noch durch 2 Tropfen verdiinnte Natronlauge RS getriibt werden,"

Diese Priifung, nach Ph, Helv. V vorgenommen, ergab mit simtlichen Mustern
negative Resultate,

Abwesenheit von Schwermetallen: Die Priifung wurde nach den Vorschlidgen

zur Ph, Helv, VI mit 3 ml Stammldsung ausgefiihrt. Da sdmtliche Muster der Grenz-

reaktion a II entsprachen, wird die Forderung entsprechend formuliert.

Abwesenheit von Eiweiss:

"Die Mischung von 1 ml StammlSsung + 1 Tropfen verdiinnte Essigsiure
RS darf durch 1 Tropfen Ferrozyankalium RS nicht getriibt werden."
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Auf diese Priifung der Ph,Helv.V, welche mit sdmtlichen Mustern negativ
ausfiel, kann auf Empfehlung des Kommentars zur Ph. Helv.V verzichtet werden.,

Abwesenheit von Sulfat: Diese Priifung wird von den meisten Monographien

vorgeschrieben, weil auch das Sulfat im Handel ist, Wir priiften in der Stamm-
16sung nach den Vorschligen zur Ph, Helv, VI und fanden bei keinem Muster stir-
kere Opaleszenz als es der Grenzreaktion a II entspricht. Die Forderung wird

deshalb entsprechend aufgestellt.

Abwesenheit von Oxalsfure: Da bei der Herstellung der Base die Trennung
von 1-Ephedrin und d-Pseudoephedrin iiber das Oxalat erfolgen kann (43), priif-
ten wir unsere Muster auf Oxalsidure, obwohl eine solche Priifung von den Mono-
graphien fiir das Hydrochlorid nicht verlangt wird, Einzig Brit. Ph.1958 lisst die

Base auf Oxalsdure priifen,

Wir versetzten eine Ldsung von 0,2 g Substanz in 5 ml Wasser mit 1 ml
Kalziumchlorid RS. Es trat keinerlei Fillung oder Trilbung auf. Auch nach 60
Minuten waren die Ldsungen sidmtlicher Muster noch klar. Fiir Pharmakopse-

zwecke kann von dieser Priifung 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 hdchst zuldssige 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 erfiillbar und kann beibehalten werden.

b) Verbrennungsriickstand

In den Monographien finden sich die Forderungen, dass der Verbrennungs-
riickstand unwigbar sein bzw. 0,1 % betragen soll. Eine Angabe, mit wieviel
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Substanz die Bestimmung auszufiihren ist, fehlt vielfach. Ph.Helv.V, Ph,Belg.IV
und Svenska F. XI, welche maximal 1 % gestattet, nehmen die Bestimmung mit
0,1 g, Ph.Dan.IX mit 0,5 g vor.

Wir fiihrten die Bestimmung mit 0,5 g aus und stellten bei unseren Mustern
Riickstéinde von 0,02 bis 0,04 % fest, Daher konnen wir fordern, dass der mit
0,5 g ermittelte Verbrennungsriickstand unwégbar sein soll, was einer Forderung

von 0,1 % entspricht,

¢) Gehaltsbestimmungen

In der Literatur finden sich folgende Gehaltsbestimmungsmethoden und For-

derungen:
Ph. Helv.V 1 et mindestens 99,6 %
Ph, Belg, IV Chlorid-Titration nach Mohr 99,2 - 100,0 %
DAB 6, 3.Nachtrag  Chlorid-Titration nach Volhard 99,0 - 101,0 %
Ph. Dan. IX Stickstoffbestimmung nach 98,8 - 100,9 %
Kjeldahl
Ph. Int, Vol. | 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
Wigen des Riickstandes

Wir haben folgende Bestimmungsmethoden untersucht:

1. Titration des Chlorid-Gehaltes nach Mohr und Volhard: Fiir die Titra-

tion nach Mohr hielten wir uns im Prinzip an die Vorschrift der Ph.Helv.V. Wir

losten 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 Briunlichgelb.

Die Titration nach Volhard fiihrten wir nach der vom Kommentar zur Ph.
Helv, V empfohlenen Vorschrift unter Zusatz von Nitrobenzol aus, Wir 16sten ca.

0,2 g getrocknete Substanz (genau gewogen) in 20 ml Wasser in einem Erlen-
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meyerkolben mit Glasstopfen, fiigten 2 ml verdiinnte Salpetersiure RS und unter
Umschiitteln 20 ml 0,1 N-Silbernitrat hinzu, Nach Zusatz von 2 ml Nitrobenzol
wurde kriftig geschiittelt und der Ueberschuss an Silbernitrat unter Verwendung
von 2 ml Eisenammoniumalaun RS als Indikator mit 0,1 N-Ammoniumrhodanid bis

zum Farbumschlag nach Rotbraun zuriicktitriert.

1 ml 0,1 N-Silbernitrat = 20,17 mg CyoH15O0N - HCI1
Es ergaben sich folgende Resultate:
Handelsmuster Chlorid-Gehalt
Mohr Volhard

I 100,18 % 100,12 %
b1 100,06 % 99,71 %
m 100,05 % 99,86 %
v 100,23 % 100,08 %
A% 99,96 % 99,87 %

Obwohl beide Bestimmungsmethoden nur den Siureanteil 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 gepriiften Muster zeigten folgende Resultate:

Handelsmuster Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl
1 99,67 % 99,53 %
I 99,32 % 99,48 %
m 99,71 % 99,65 %
v 99,58 % 99,64 %
v 99,27 % 99,50 %

Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl liefert befriedigende Resultate und
ldsst sich daher zur Gehaltsbestimmung von l-Ephedrinhydrochlorid heranziehen,
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Einem Gehalt von 98,8 - 100,5 % 1-Ephedrinhydrochlorid entspricht 6,86 - 6,98%
Stickstoff.

3. Titration mit Perchlorsiure in Eisessig: Die Titration von 1-Ephedrin-

hydrochlorid in wasserfreiem Milieu wurde von den Autoren Keller und Weiss
(69), Pohlloudek-Fabini und Koenig (70) mit Perchlorsiure in Eisessig
bzw. in Dioxan nach der von Pifer und Wollish (71) zur Bindung der Chlorid-
ionen angegebenen Methode vorgenommen, Nach Pifer und Wollish reagie-
ren bei Zusatz einer Losung 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.

Fiir die potentiometrischen Kontrollbestimmungen losten wir 1 Millimol ge-
trocknete Substanz (genau gewogen) in 60 ml wasserfreiem Eisessig, fiigten 5 ml
gesittigtes Quecksilberazetat RS und 10 ml Dioxan zu und titrierten unter Mitfiih-
ren von 3 Tropfen Kristallviolett RS als Indikator mit 0,1 N-Perchlorsiure in
Eisessig bis zum grossten 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
Farbinderung des Indikators im Bereiche des Umschlagspunktes nach Zusatz je-
weils gleicher Volumenteile 0,1 N-Perchlorsiure ersichtlich.

Fiir die visuelle Titration ldsten wir ca., 0,2 g getrocknete Substanz (genau
gewogen) in 60 ml wasserfreiem Eisessig, fiigten 5 ml gesittigtes Quecksilber-
azetat RS und 10 ml Dioxan zu und titrierten nach Zusatz von 3 Tropfen Kristall-
violett RS mit 0,1 N-Perchlorsiure in Eisessig bis zum Farbumschlag von Vio-

lettstichigblau nach Reinblau.
1 ml 0,1 N-Perchlorsdure entspricht 20,17 mg C10H150N - HCl

Es empfiehlt sich, mit der verwendeten Menge Quecksilberazetat RS einen
Blindwert zu bestimmen, da Quecksilberazetat des Handels Perchlorsiure ver-
brauchen kann.

Die Bestimmungen wurden in einem Titrationsgefiiss mit seitlichem Ein -
fiihrungsstutzen fiir die Elektrode vorgenommen. Das Gefiss war mit einem
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Gummistopfen, welcher eine Oeffnung fiir die Biirettenspitze, sowie einen Spalt
als Luftventil aufwies, verschlossen. Die Titrierfliissigkeit wurde in einer auto-
matischen Biirette aufbewahrt, wobei die zum Ausfliessen benttigte Druckluft
durch ein Kalziumchlorid-Rohr geleitet wurde,

Um ca. 0,2 g Substanz zu 16sen sind mindestens 60 ml wasserfreier Eis~
essig erforderlich, Beschleunigung des Losungsprozesses durch Erwirmen ist zu
vermeiden, da 1-Ephedrinhydrochlorid in der Wirme durch konzentrierte Essig-
siure acetyliert werden konnte, Wird die Substanz fein pulverisiert, so kann sie
unter kriftigem Schiitteln mit der wasserfreien Essigsdure bei Zimmertempera-
tur in Losung gebracht werden. Acetylierung der Substanz, welche sich durch zu
tiefe Werte bemerkbar gemacht hiitte, konnten wir wéhrend 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 - ausgefiihrt wurde, lieferte sie einwandfreie Werte .

Die mit unseren Mustern erhaltenen Resultate sind die folgenden:

Handelsmuster Titration mit 0,1 N-Perchlorsiure
visuell potentiometrisch

I 100,12 % 99,85 % 99,88 % 99,94 %

I 99,68 % 99,79 % 99,70 % 99,62 %

il 100,08 % 99,90 % 100,02 % 99,95 %

Iv 99,81 % 99,96 % 99,92 % 100,01 %

\' 99,66 % 99,82 % 99,78 % 99,72 %

Die Titration mit Perchlorsiure in Eisessig ergab die zuverlissigsten Re-
sultate, weshalb wir diese Bestimmungsmethode vorschlagen michten. In Anleh-
nung an die erhaltenen Werte erscheint eine Gehaltsforderung von 99,0 - 100,5%
angemessen.

Sterilisation von L&sungen

Bei der Angabe einer Sterilisationsvorschrift halten wir uns an Ph, Dan, IX,
welche fiir Losungen Erhitzen im Autoklav vorschreibt.,
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Abb, 6 Titrationskurve von l-Ephedrinhydrochlorid
Einwaage: 1 Millifiquivalent, Potentialanstieg zwischen 8 ml und 12 m! 0,1 N-

Perchlorsiure.

Vorschlige zur Dosierung

Die Maximaldosen werden von Ph,Helv.V, Suppl. I, ibernommen, der Vor-

schlag fiir Gebrauchsdosen basiert auf der Dosis der Compressi 1-Ephedrini

hydrochlorici des Handels.
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Untersuchung von Handelsmustern

Stunenpriturg

Farbe

Geruch
Geschmack

Identit#tspriffungen

Biuretreaktion

Abspaltung von Benzal-
dehyd

Pikrat-Schmelzbereich
Chlorid
Reinheitspri en

Schmelzbereich (korr. )}

Kristalle,
farblos

bitter

+
+

93,2 - 94,3°
+

Kristalle,
{arblos

bitter

+

+

93,5 - 94,5°

+

Kristalle,
farblos

bitter

+
+

98,7 - 94,8°
+

Kristalle,
farblos

bitter

+

+

93,5 - 94,5°

+

Kristalle
farblos

bitter

+
+

93,3 - 94,5°
+

216,8 -218,4° 217,0 -218,0° 217,38 - 218,4° 218,4 -219,7° 217,3 -218,5°

1,0 g geltst in 5 ml Wasser  Kklar und farb- klar und klar und klar und klar und
los farblos farblos farblos farblos
PH der StammiSsung
potentiometrisch 5,85 5,03 6,25 5,75 8,00
Farbtabelle 5,80 5,80 6,20 5,80 6,00
Spezifische Drehung -34,56° -34,50° -34,40° -34,38° -34,520
konz, Schwefelsiure
fiirbende Stoffe
sofort farblos farblos farblos farblos farblos
5' Zimmertermperatur farblos farblos farblos farblos farblos
15' Zimmertemperatur farblos farblos farblos farblos farblos
30" Zimmertemperatur = BG0 = BG° = BGe = BGG = BG6
60" Zimmertemperatur = BGg = BGg = BGg = BGg =BGy
5' Wasserbad = GGe = GGg = GGg = (."G5 = (‘.G5
10" Wasserbad = GGg = GGy = GGy = GGy = GGy
konz, Salpetersiure
firbende Stoffe
sofort = 65 = G4 =65 =(}4 s-G4
d, 1-Ephedrin - - - - -
fremde Alkaloide - - - - -
Schwermetalle - - - - -
Eiweiss - - - - -
Sulfat - - - - -
Oxalat - - - - -
Quantitative Bestimmungen
Feuchtigkeitsgehalt 0,008 % 0,00 % 0,00 % 0,006 % 0,006 %
Verb kstand g Hghar gbar g
Gehalt
Chlorid-Gehalt n. Mohr 100,18 % 100,06 % 100,05 % 100,23 % 99,96 %
nach Volhard 100,12 % 99,71 % 99,86 % 100,08 % 99,87 %
Stickstoff nach Kjeldahl 99,60 % 99,40 % 99,68 % 99,52 % 99,38 %
Perchlors#ure-Titration
visuell 99,08 % 99,73 % 99,99 % 99,88 % 99,74 %
potentiometrisch 99,91 % 99,68 % 99,98 % 99,98 % 99,75 %



- 139 -
Ephedrinium chloratum

Syn.: Ephedrini hydrochloridum, Phenylmethylaminopropanolum hydrochlo-

ricum

1-Ephedrinhydrochlorid Chlorhydrate d'éphedrine lévogyre

Cloridrato di efedrina levogyra

CH - CH - CHy | - c®

|
OH gﬂz— CH3

CloHlsoN * HC1 Mol. -Gew. 201,7

{-1-Phenyl-2-methylamino-propanol-(1)-hydrochlorid mit einem Gehalt von
mindestens 99,0(99,0 - 100,5)% CyoHy50N - HCL

Priifung

Stammldsung S: Ca. 1g getrocknete Substanz (genau gewogen) muss sich in
5 ml frisch ausgekochtem und wieder erkaltetem Wasser l6sen, Die Ldsung muss
klar und farblos sein und dient nach dem Verdiinnen mit frisch ausgekochtem und
wieder erkaltetem Wasser in einem Messkdlbchen auf 20 ml als S fiir die Prii-
fungen 2,3,5,6,8,10,11 und 12.

1. Sinnenpriifung: 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 verdiinnter Natron-
lauge RS gibt mit 1 Tropfen Kupfersulfat RS eine violette Firbung. Wird die
Fliissigkeit nach Zusatz von 1 ml Aether geschiittelt, so nimmt die Aetherphase
eine purpurne Firbung an, wihrend die Farbe der wissrigen Phase nach Hell-
blau umschligt.

b) Wird die Mischung von 1 ml S und 5 ml Wasser mit einem kleinen Kris-
tall Ferrizyankalium und 5 Tropfen verdiinnter Natronlauge RS zum Sieden er-
hitzt, so entwickelt sich der Geruch nach Benzaldehyd.

¢) Wird die Mischung von 1 ml S und 3 Tropfen verdiinnter Essigsiure RS
mit 2 ml Pikrinsdure RS versetzt, so entsteht eine gelbe Trilbung, die sich un-
ter schwachem Erwirmen wieder lost. Man lisst erkalten, bis die Trilbung wie-
der erscheint und beschleunigt die Ausfillung durch Reiben der Reagensglaswénde
mit einem Glasstab, Der Niederschlag wird abgesaugt, mit 5 ml Wasser gewa-
schen und in 4 ml heissem Benzol geldst. 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 wihrend 24 Stundenoim Schwefelsdure-Exsikkator ge-
trocknet. Ihr Schmelzbereich muss zwischen 93° und 95° (korr.) liegen.

3. Nachweis des Hydrochlorides: S gibt die Identititsreaktion auf Chlorid.

4. Schmelzbereich: 217 - 220° (korr.)

5. Spezifische Drehung: -34 bis —350, bestimmt mit S im 2 dm-Rohr.

6. Reaktion: pH von S = 5,4 - 6,4.

7. Schwefelsiureprobe: 60 mg Substanz in 2 ml konzentrierter Schwefel-
séure RS gelost, miissen klar und farblos sein; nach 30 Minuten darf die Ldsung
hdochstens die Firbung von Farbvergleichslosung BGg, nach Erwirmen im sieden-
den Wasserbad wihrend 10 Minuten hochstens die Fidrbung von Farbvergleichs-
16sung GG5 aufweisen.

8. di-Ephedrin: Wird die Mischung von 0,5 ml S, 0,5 ml Wasser und 3
Tropfen verdiinnter Schwefelsiure RS mit 2 ml Dragendorff-Reagens versetzt und
einmal rasch aufgeschiittelt, so entsteht binnen einiger Minuten eine volumindse,
ziegelrote Fiillung. Nach dem Stehen iiber Nacht diirfen bei der Betrachtung des
Niederschlages unter dem Mikroskop nur nadelfdrmige Kristalle erkennbar sein.

9. Morphin, Bruzin: 60 mg Substanz geltst in 2 ml konzentrierter Salpeter-
sdure RS diirfen sofort betrachtet nicht stirker gelb gefirbt sein als Farbver-
gleichslésung G4.

10, Fremde Alkaloide: Je 1 ml S diirfen weder durch 2 Tropfen verdiinnten
Ammoniak RS noch durch 2 Tropfen verdiinnte Natronlauge RS getriibt werden.

11, Schwermetalle: 3 ml S miissen den Anforderungen der Grenzreaktion
a II entsprechen.

12. Sulfat: 3 ml S miissen den Anforderungen der Grenzreaktion a II ent-
sprechen.

13. Feuchtigkeitsgehalt: H6chst(§:ns 0,1 %, bestimmt mit 1,5 g durch Trock-
nen wihrend 2 Stunden bei 103 - 105,

14, Verbrennungsriickstand: Unwigbar, bestimmt mit 0,5 gr.

15. Gehalt: Ca. 0,2¢ fein pulverisierte, getrocknete Substanz (genau gewogen)
werden in einem Erlenmeyerkolben mit Glasstopfen von 200 ml Inhalt in 60 ml
wasserfreier Essigsiure unter kréftigem Schiitteln gelst, Nach Zusatz von 5 ml
gesittigtem Quecksilberazetat RS, 10 ml Dioxan und 3 Tropfen Kristallviolett RS
wird der Erlenmeyerkolben mit einem Gummistopfen, welcher eine Qeffnung fiir
die Biirettenspitze, sowie einen Spalt als Luftventil besitzt, verschlossen und mit
0,1 N-Perchlorsiure 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 Perchlorsiure in Abzug
gebracht wird,
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1 ml 0,1 N-Perchlorsiure entspricht 20,17 mg C ON - HC1

1015
Der so gefundene Gehalt muss 99,0 - 100,5 % betragen,
Aufbewahrung: In gut verschlossenem Behidlter, vor Licht geschiitzt.,

Antimikrobielle Behandlung von Losungen: Autoklav, 110 - 1200.

Maximaldosen:

Dosis maxima simplex 0
Dosis maxima pro die 0

Separandum

Gebrauchsdosen (Vorschlag):

Einzeldosis ,025 5
1

0 - 0,05 g
Tagesdosis o, -0,2 ¢

Loslichkeit: 1 T. 1dst sich in ca. 3,5 T. Wasser, ca, T T. Aethanol 94%
Sehr schwer I0slich in Chloroform, nahezu unldslich in Aether.

Inkompatibilititen: Silbersalze (Fillung), Alkalien in konzentrierter Ldsung
(Fillung).

Offizinelles Priparat: Suppositoria antihaemorrhoidalia.
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3.3.5. Reserpinum basicum

3, 4, 5-Trimethoxybenzoyl-methylreserpat

3
OCH3
OCH3
C33H 4009N2 Mol. -Gew. 609
Reserpine Brit. Ph, 1958, p.562; USP XVI, p.619
Reserpinum DAK Praeparater, 25,5,1957

Spezialpriparate

Eskaserp® Smith, Kline & French), Raused® (Squib% Reserpoid®
(Upjohn), Rivasin™~ (Giulini), Sandril™~ (Lilly), Sedaraupin
Serfin =~ (Parke, Davis), Serpasil~ (Ciba).

(Boehringer),

Vorkommen

Reserpin kommt in den meisten wildwachsenden Rauwolfia-Arten vor. Zur
Gewinnung dient hauptsichlich Rauwolfia serpentina Benth,, eine strauchartige,
in Indien beheimatete Apocyanacee, wo sie seit einigen Jahren in manchen Gegen-
den kultiviert wird, Ausser Reserpin enthdlt Rauwolfia serpentina Benth. noch
weitere Alkaloide, die bis zu 90 % in der Wurzelrinde lokalisiert sind. Die Droge
des Handels besteht aus der getrockneten Wurzel, enthidlt 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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Fiir die Reserpin-Gewinnung werden auch andere Rauwolfia-Arten herange-
zogen, welche Reserpin in grdsseren oder kleineren Mengen ebenfalls enthalten.
Diese weisen weitere, fiir 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 iilber 40 Alkaloide isoliert und beschrieben werden, welche sich
nach Strukturmerkmalen in folgende Haupt- und Untergruppen einteilen lassen:

L. Quaternire Anhydronium-Basen

N
N XN
CH3 - CH3
0
CH30 ﬁ
Serpentin o

II. Tertidre Indol~Basen

Ry |
R N
2

H

CH3
CHy0-C 0 |
& om

a. Tetrahydro-serpentin-Typ b. Yohimbin und Isomere

d. Sarpagin-Typ

c. Reserpin-Typ
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. Tertidre Indolin-Basen

RINN

i ‘ CH
-
CHy cn

a. Anhydro-ajmalin-Typ b. Ajmalin-Typ

Darstellgg
a) Durch Extraktion

Reserpin wurde 1952 von Miiller, Schlittler und Bein (73) erstmals
in reiner kristalliner Form isoliert.
Die fabrikmissige 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 Riickstand wird mit einer schwachen Siure, ins-
besondere einer niederen Fettsiure, wie z,B. Ameisensiure, Essigsdure, Pro-
pionsiure, oder einer Phosphorsiure, mehrmals extrahiert. Dieser Auszug,
welcher das entsprechende Salz des Reserpins enthilt, wird nun mit einem mit
Wasser hochstens teilweise mischbaren organischen Losungsmittel, vorzugsweise
mit einem halogenierten Kohlenwasserstoff, oder auch mit Benzol oder Essigester
mehrmals ausgeschiittelt, Die organische ILdsung wird dann neutral gewaschen,
wodurch die Base wieder freigesetzt wird, und zur Trockne eingedampft. Der
Eindampfriickstand wird anschliessend an einem Adsorptionsmittel, wie méssig
aktivem Aluminiumoxyd, Kieselsiure, "Hyflo", oder an einem anderen Silikat
chromatographiert. Das Eluieren des Reserpins kann mit Petrolither-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 Essigsiure ausgezogen, und der
Auszug mit "Hyflo Super Cel" und danach mit Natriumnitrat und Natriumchlorid
versetzt. Unter Eiskiihlung und unter Umrithren, wird der Mischung hierauf por-
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tionenweise Kalziumhydroxyd zugesetzt und nach einer Stunde wird filtriert.

Der im Vakuum getrocknete Riickstand wird mit einer Mischung von Methanol
und Ammoniak mehrmals ausgezogen, und die vereinigten Ausziige werden nach
Filtration im Vakuum zur Trockne eingedampft. Dann wird der Riickstand in ei-
ner Mischung von Methanol und Azeton geldst, an einer S&ule von neutralem
Aluminiumoxyd (Aktivitdt IH nach Brockmann) chromatographiert, anschliessend
wird mit dem gleichen LOsungsmittel eluiert, Die erste Fraktion wird zur Trock-
ne eingedampft und in wenig Methanol geltst, aus welchem das Reserpin in rei-
ner Form auskristallisiert,"

Eine weitere Moglichkeit der Reserpin-Darstellung ist nach genanntem U.S.
Pat. die folgende:

"Das Wurzelpulver wird mit Methanol am Riickfluss extrahiert, und der im
Vakuum zur Trockne eingedampfte Riickstand mit 15 %iger Essigsiure ausgezogen.
Nach Filtration wird der essigsaure Auszug mit Salzsdure auf ein pH von 2 ge-
bracht und unter Eiskiihlung mit einer 5 %igen Lsung von Ammoniumreineckat,
in gleichen Teilen Eisessig und Wasser, versetzt, Der entstandene Niederschlag
wird abgesaugt, mit 0,1 %iger Salzsiure gewaschen und bei 40" unter vermin-
dertem Druck getrocknet, Hierauf wird der Niederschlag, welcher aus Reserpin-
reineckat und Begleitsubstanzen besteht, in wenig Azeton geldst und auf eine Siule
von neutralem Aluminiumoxyd (Aktivitdt 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 beziiglich der Struktur von Reserpin
filhrte schliesslich zur Totalsynthese des Alkaloides, welche von Woodward
und Mitarbeitern (74) verésffentlicht wurde.

Die Synthese geht von dem aus p-Benzoquinon und Vinylacrylsdure erhalte-
nen Kondensationsprodukt (I) aus, welches mit Natriumborhydrid zum entsprechen-
den Ketoalkohol (II) reduziert wird. Die Oxydation zum Oxyd (III) erfolgt mit Per-
benzoes#ure 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) ibergefiihrt. Behandeln des Aethers mit Natriummethy-
lat in Methanol ergibt den Methoxyither (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 Brg in
Methanol in das Bromolakton (VIN) iibergefiihrt wird. Behandeln des Bromolaktons
mit Natriummethylat in Methanol fiihrt zur Dehydrobromierung und Anlagerung
von Methanol an die intermediir entstandene Doppelbindung am C; - Cg - Atom.

Das durch Einwirken von N-Bromsuccinimid in warmer wissriger Lisung
bei Gegenwart von Schwefelsiure auf den Methoxyither (VI) erhaltene Bromhydrin
(IX) wird mit Chromtrioxyd in Essigsiure zum entsprechenden Keton (X) oxydiert,
welches durch kurzes Behandeln mit Zink in kaltem Eisessig in die Hydroxysidure
(XI) ibergefiinrt wird., Die Methylierung dieser Verbindung erfolgt mit Diazome-
than in Dioxan, die Azetylierung mit Azetanhydrid in heissem Pyridin. Behandeln
des Reaktionsproduktes (XII) mit wissrigem Osmiumtetroxyd und danach mit Ka-
liumchlorid ergibt das Dijol (XII), welches mit Perjodsiure in eine Aldehyd-Siure
umgewandelt, und hierauf mit Diazomethan verestert wird (XIV), Kondensation mit
6-Methoxytryptamin (XV) und sofortiger Reduktion des Imins (XVI) mit Natrium-
borhydrid ergibt das Laktam (XVII), welches mit Phosphoroxychlorid cyklisiert
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wird (XvII). Durch Reduktion mit Natriumborhydrid wird d,1-Methyl-O-acetyl-
isoreserpat (IXX a/b) erhalten, Der razemische Ester wird mittels di-p-toluyl-
1-Weinsédure in die optischen Antipoden zerlegt, Durch Verseifen von 1-Methyl-
O-acetyl-isoreserpat (IXX b) mit einer Ldsung von Kaliumkarbonat in Methanol
und nachfolgendem Behandeln mit Salzsdure erhilt man das Isoreserpsiure-Hydro-
chlorid. Letzteres wird durch kurzes Erwidrmen mit N, N'-dicyclohexyl-carbodii-
mid in Pyridin in das Isoreserpsidurelakton (XX) iibergefiihrt. Die Isomerisierung
zum stabileren Reserpsidurelakton (XXI) erfolgt beim Behandeln mit Pivalinsiure
in siedendem Xylen. Das Reserpsidurelakton wird mit Methanol behandelt und
durch Veresterung des dabei entstandenen Methylreserpats mit 3,4, 5-Trimethoxy-
benzoylchlorid in Pyridin erhilt man Reserpin (XXI).
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dl-methyl-O-acetyl-isoreserpate Isoreserpsédure-lakton
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Wie aus der Literatur ersichtlich ist (75), findet die Synthese bereits kom-
merzielle Auswertung.

Mogliche Verunreinigungen

Andere, besonders nahverwandte Rauwolfia-Alkaloide, wie Rescinnamin,
Deserpidin, Raujemidin, Pseudoreserpin, Raunescin, Isoraunescin, Reserpsiure-
methylester; Natrium, Kalium, Kalzium, Aluminium, Schwermetalle; Chlorid,
Bromid, Sulfat, Kerbonat; Organische Ldsungsmittel.

Sinnenpriifung

Alle untersuchten Handelsmuster lagen als feine kristalline Pulver vor.
Vier Muster waren rein weiss, wihrend drei Muster ganz schwach gelblich ge-
firbt waren, Ein Muster wies ziemlich starke Gelbfirbung auf. Sidmtliche 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 hichstens schwach gelbliches kristallines Pulver ohne
wahrnehmbaren Geruch. "

Identitétspriifungen

Stammlésung: Eine wissrige Stammlésung konnte wegen der Schwerloslich-
keit der Substanz in Wasser nicht hergestellt werden. Wir verwendeten fiir eini-
ge Reinheitspriifungen einen wissrigen Auszug (Stammldsung S I, Herstellung
siehe unter chemische Reinheitspriifungen S.171), sowie zur Bestimmung der
spezifischen Drehung und des Verbrennungsriickstandes eine Ldsung der Substanz

in Chloroform (Stammldsung S II).

Farbreaktionen: Als Identititsnachweis flir 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) fiihren eine Farbreaktion mit Na-
triummolybdat bzw. Ammoniummolybdat in konzentrierter Schwefelsiure aus. Es
entsteht eine blaue Firbung, welche nach Griinlich-braun umschligt. Bei Ver-
wendung von Reagenzien in ganz bestimmten Konzentrationen und Beobachtung der
Reaktionszeiten lassen sich nach der Priifungsvorschrift der Firma BOEHRINGER
('76) Reserpin und Rescinnamin mit dieser Reaktion unterscheiden. In Vanillin-
Salzsiure (USP XVI, Brit. Ph,1958) 16st sich Reserpin mit rosaroter Firbung,
welche rasch in Violettrot iibergeht.

Brit. Ph, 1958 lidsst ausserdem noch eine Reaktion mit Dimethylaminobenzal-
dehyd, Eisessig und Schwefelsiure ausfiihren, Die entstandene griine Farbe schligt
nach weiterem Zusatz von Eisessig nach Rot um. Die Priifungsvorschrift der
Firma INVERNI & DELLA BEFFA (77) lidsst eine Spur Reserpin in verdiinnter
Essigsdure, welche Ferrichlorid enthiilt, 16sen. Beim Unterschichten mit konzen-
trierter Schwefelsdure, welcher ebenfalls eine Spur Ferrichlorid zugesetzt wird,
entsteht an der Beriihrungszone ein brauner Ring.

Wir iberpriiften die genannten Farbreaktionen und schlagen folgende zwei
Reaktionen in nachstehender Formulierung fiir den Pharmakopdetext vor:

"Eine Spur Reserpinbase wird in einem Reagensglas mit Glasstopfen in
5 ml einer Losung von 10 mg Ammoniummolybdat in 10 ml konzentrierter
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Schwefelsiures RS geltst. Nach etwa 2 Minuten entsteht eine blaue Fir-
bung, welche erst nach weiteren 3 Minuten iiber Graublau nach Olivgriin
iibergegangen sein darf,"

Alle acht Handelsmuster ergaben die fiir Reserpin charakteristische Fir-
bung. Mit dieser Reaktion kann bei Beobachtung der Reaktionszeiten Reserpin
von Rescinnamin sicher unterschieden werden, Mit Rescinnamin entsteht bereits
nach 2 Minuten eine olivgriine Farbe, nach weiteren 3 Minuten hat der Reagens-
glasinhalt eine dunkel-rotbraune Firbung angenommen.

"Eine Spur Reserpinbase 18st sich in 3 ml Vanillin-Salzsiure RS mit
rosaroter Farbe, welche rasch nach Violett-Rot umschligt. "

Diese Reaktion, welche zur weiteren Identifizierung in den meisten Prii~

fungsvorschriften angefiihrt ist, wurde von allen acht Handelsmustern im positi-
ven Sinn erhalten, Wir empfehlen sie deshalb zur Aufnahme in die Ph.Helv, VL

Alkaloid-Fillungsreagenzien:

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 verdiinnter Essigsidure RS geldst
und unter Eiskiihlung mit 2 ml Kalignost RS versetzt, Das Fillungsge-
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 Schwefelsédure-Exsikkator getrocknet. Die Kristalle schmel-

zen unter Zersetzung zwischen 140,3° und 145,0° (unkorr.) bzw. 142,5°
und 147,5° (korr,)."

Die anfinglich rein weissen Kristalle nehmen schon wihrend des Waschens
und Absaugens eine gelbliche Firbung 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 gelost. Dann werden 5 Tropfen verd, Salzsdure RS und 4 ml
Ammoniumreineckat RS zugesetzt., Das Fillungsgemisch wird stehen ge-
lassen, bis sich die entstandene Triibbung in Form eines kristallinen Nie-
derschlages abgesetzt hat, Dieser wird abgenutscht, mit 20 ml Wasser
gewaschen und im Schwefelsiure-Exsikkator getrocknet."

Die rétlichen 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 Identititsnachweis
fiir Reserpin heran. Wir hielten uns an die dort angegebene Vorschrift:
"50 mg Reserpinbase werden in 5 ml verd. Essigsiure RS geldst und 5
Tropfen konz, Perchlorsiure RS zugefiigt. Der weisse kristalline Nieder-
schlag wird abgenutscht, mit 20 ml Wasser gewaschen und im Schwefel-
sdure-Exsikkator getrocknet."
Der von uns ermittelte Schmelzbereich (unter Zersetzung) betrigt 243 - 246°
(unkorr.) bzw. 250,5 - 253,70 (korr.). Der Literatur konnten wir fiir den
Schmelzbereich des Reserpin-Perchlorates folgende Angaben entnehmen,

DAK Praeparater (154) 250 -~ 255° (unter Zersetzung)
Merck Index T Ed, (153) 238 - 239°
Dorfman und Mitarbeiter (78) 238 - 239° (unter Zersetzung)

Fiir Pharmakoptdezwecke verzichten wir auf die Herstellung des Perchlorates,

da dieses unter Zersetzung schmilzt,

Herstellung des Pikrates: Nach einer Literaturstelle (78) konnen schwerlos-

liche Salze von Reserpin am besten aus einer Losung des Alkaloides in 2 n Essig-
sdure durch Versetzen mit der entsprechenden Sdure im Ueberschuss und unter
Eiskiihlung erhalten werden. Bei diesem Vorgehen erhielten wir jedoch ein sehr
schlecht filtrierbares Pikrat. Nach Verwendung verschiedener LOsungsmittel-Ge-
mische konnte aus der Mischung von 1 ml Wasser, 1 ml 15%iger Essigsiure
und 3 ml Azeton ein gut filtrierbarer kristalliner Niederschlag erhalten werden,
Die Umkristallisation gelingt sehr gut aus heissem Aethanol.

Die Schmelzbereiche fiir Reserpinpikrat betragen nach der Literatur:
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Merck Index T Ed. (153) 183 - 186°
Schw. Pat. Nr. 308689 (1955) 183 - 186°
Dorfman 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°
I 178,3 - 180,2° 182,4 - 184,4°
m 178,5 - 180,5° 182,6 - 184,7°
v 178,17 - 180,2° 182,8 - 184,4°
v 178,0 - 180,0° 182,1 - 184,2°
VI 178,0 - 180,5° 182,1 - 184,7°
v 178,2 - 180,3° 182,3 - 184,5°
v 178,5 - 180,5° 182,6 - 184,7°

Da der Schmelzbereich des Pikrates einigermassen scharf ist (die Substanz
weist vor dem Schmelzen keine Verfirbung auf, sondern zerfliesst bei der
Schmelztemperatur unter Zuriicklassen einer braunen Schmelze), méchten wir die
Herstellung des Pikrates vorschlagen und einen korr, Schmelzbereich von 182 -

185° fordern. Fiir den PharmakopsGetext sehen wir folgende Formulierung vor:

"50 mg Reserpinbase werden in der Mischung von 1 ml Wasser + 1 ml
15 % iger Essigsdure + 3 ml Azeton geldst und diese Lisung tropfenweise
mit 3 ml Pikrinsdure RS versetzt. Aus der trilben Losung 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 % gelost. Die nach
dem Erkalten abgeschiedenen Kristalle weisen nach dem Trocknen bei 80
einen korr. Schmelzbereich von 182 - 185° auf. "

Papierchromatographische Priifung

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 Reinheitsprii-
fungen eingesetzt. Eine der ersten Arbeiten in dieser Richtung wurde von
Horhammer und Mitarbeitern (79) publiziert. Die Autoren arbeiteten aufstei-
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gend und versuchten, die aus Rauwolfia serpentina isolierten Alkaloide mit was-
sergesiittigtem 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. Salzsdure - 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-
trolither (3:3:3:1). Es wurde aufsteigend chromatographiert. Kaneko (82) chro-
matographierte einen 10 % Essigsiure enthaltenden methanolischen Extrakt aus
Rauwolfia serpentina auf multigepuffertem Papier - pH 2,1 bis 6,4 - mit Chloro-
form-Benzol (1:2) oder Essigsiureithylester 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 stationdren Phase wurden 50 ml Propylenglykol mit Methanol auf
100 ml verdiinnt und 1 ml Eisessig zugesetzt. Als mobile Phase diente eine mit
Propylenglykol gesittigte Mischung von Benzol-Cyclohexan (1:1). Mit diesem Sys-
tem konnte Reserpin (Rf-Wert 0,40) von Serpentinin, Ajmalin, Ajmalicin, Yohim-
bin und Reserpsdurehydrochlorid 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 Natriumazetatlosung mit 10 % Essigsiure
und setzten n-Butyldther bis zur Sittigung 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 arbe1teten mit Formamld als stationirer Phase Macho-
vicovda (86) verwendete zur Trennung von Reserpin, Reserpinsiure und Yohim-
bin Papiere, die mit Methanol-Formamid (60:40) imprigniert waren, und bediente
sich folgender mit Formamid gesittigter Fliessmittel: Benzol, Chloroform, Ben-
zol-Chloroform (1:1) und Benzol-Chloroform (2:8). Fiir nicht imprigniertes Pa-
pier benutzte der Autor n-Butanol-Pyridin-Wasser (2:1:2). Reserpinsiure und
Yohimbin bleiben in allen Fillen am Start, wihrend Reserpin zufriedenstellende
Rf-Werte lieferte. Am besten bewiihrte s1ch dabei das System Benzol-Chloroform
(1:1), welches fiir Reserpin den Rf-Wert 0,40 ergab. Machovicova und Mitar-
beiter (87) trennen Reserpin, Ajmalin und Serpentm auf mit Formamid imprig-
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. Fiir die Untersuchungen, die an mit Forma-
mid imprigniertem 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 ermdglichte., Die Rf-Werte betragen fiir Ajmalin 0,00,
Deserpidin 0,50, Rescinnamin 0,26, Reserpin 0,35. Auch Korzum und Mitarbei-
ter (89) verwendeten mit Formamid imprégniertes Whatman Nr.1 - Papier und chro-
matographierten absteigend unter Verwendung von Benzol-Cyclohexan (1:1), gesiit-
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 Losungsmittelgemischen Benzol-Cyclo-
hexan (1:1) und Benzol-Chloroform (1:1) an mit Formamid impréigniertem What-
man Nr. 1 - Papier und geben fiir diese Systeme Rf-Werte fiir Reserpin, Rescin-
namin, Yohimbin, Rauwolscin, Ajmalicin, Heterophyllin, Serpentin, Ajmalin und
Sarpagin an. Diese liegen sehr nahe beieinander oder sind sogar identisch. Der
Rf-Wert fiir Reserpin betridgt 0,41 bzw. 0,9, fiir Rescinnamin 0,38 bzw. 0,9,
Bessere Verteilung erreichten genannte Autoren durch Entwicklung mit Wasser
in einer mit Essigsdure und Wasserdimpfen gesittigten Atmosphire., Die Rf-
Werte sind die folgenden: Reserpin 0,20, Rescinnamin 0,0 - 0,18, Yohimbin
0,45, Rauwolscin 0,55, Ajmalicin 0,18, Heterophyllin 0,27, Serpentin 0,13,
Sarpagin 0,40, Ajmalin 0,60. Es wurden bekannte Alkaloide als Kontrollsubstan-
zen verwendet. Banes, Carol und Wolff (91) gelang die vollstiindige Tren-
nung von Serpentin, Ajmalin, Ajmalicin, Reserpin, Rescinnamin und Deserpidin,
Sie verwendeten mit Formamid impréigniertes Whatmann Nr. 1 - Papier und chro-
matographierten aufsteigend in einer mit Ammoniak gesittigten Atmosphire, 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 Salzsduredimpfen
durch ihre Fluoreszenz im UV-Lichf. Die Rf-Werte betragen in diesem System
flir Reserpin 0,56, Rescinnamin 0,45, Deserpidin 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 tertifirer 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 impréigniertem Whatman Nr. 1 - Papier, mit
Phase A in einer Ammoniakatmosphire, Das Verfahren B gestattete die Trennung
von Alkaloiden mit relativ hohen Rf-Werten. Kaiser und Popelak (93) trenn-
ten mit den LOsungsmittelgemischen Heptan-Methylithylketon verschiedener Zu-
sammensetzung an mit Formamid imprigniertem Papier Schleicher und Schiill
2043 b mgl. Als mobile Phase verwendeten die Autoren folgende, mit Formamid
gesittigte Losungsmittelgemische: Gemisch A: Heptan-Methylithylketon (1:1),
Gemisch B: Heptan-Methylithylketon (4:1), Gemisch C: Heptan-Methylithylketon
(2:1) mit NH,-Atmosphiire, Gemisch D: Heptan-Methylithylketon (1:1) mit NHgq-
Atmosphire, “Gemisch E: Xylol-Methylithylketon (1:1) mit NHg-Atmosphire, Als
stationiire Phase dient eine Mischung von Formamid-Azeton (%:4). Das Papier
wird genau 2 Minuten imprigniert und dann zwischen Filirierpapier abgepresst.
Es wird aufsteigend chromatographiert. Die Sichtbarmachung erfolgt mit UV-Licht
oder fiir einzelne Alkaloide mit Farbreagenzien. Die Autoren geben ein Verfahren
zur vollstindigen Auftrennung eines Rauwolfia-Alkaloidgemisches an, wozu neben
den bereits aufgefiihrten Gemischen noch das System F (Methylithylketon-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 Reinheitspriifung von
Reserpin die LOsungsmittelgemische A und B nach Kaiser und Popelak.

b) Eigene Untersuchungen

Bei der Ausarbeitung einer papierchromatographischen Reinheitspriifung fiir
Reserpin, 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 Reserpins von seinen Nebenalkaloiden gestattet. Die von Kaiser
und Popelak (93) u.a. verwendeten LOsungsmittelgemische,

n-Heptan/Methylithy lketon 1:1
n-Heptan/Methy Lithy lketon 2:1, mit NH3-Atmosphiire

schienen sich fiir die zu ldsende Aufgabe am besten zu eignen, weshalb wir uns
zu einer Ueberpriifung dieser Systeme entschlossen. Wir arbeiteten an mit For-

mamid imprignierten Papieren unter den nachstehenden Versuchsbedingungen,

Apparatur: Wir verwendeten die in der Ph.Helv.V, Suppl. OI, beschrie-
benen Chromatographiergefiisse zur aufsteigenden bzw. absteigenden Pa-
pierchromatographie. Die Gefiisse wurden durch Umkleiden mit schwar-
zem Papier flir Licht vollstéindig undurchlissig gemacht und vor Gebrauch
mit der mobilen Phase bzw. bei Ammoniaksittigung mit konzentriertem
Ammoniak RS wihrend mindestens 14 Stunden klimatisiert,

Vorbereiten der Papiere: Das in Streifen zu 8, 12 bzw. 18 cm geschnit-
tene Chromatographierpapier Whatman Nr. 1 wurde wihrend genau 2 Mi-
nuten in einem dicht verschlossenen Gefdss in eine Mischung von 20 ml
Formamid und 80 ml Azeton vollstindig eingetaucht, zur Entfernung des
iiberschiissigen Imprignierungsmittels zwischen Filtrierpapier leicht aus-
gepresst und wihrend 15 Minuten bei Zimmertemperatur zum Trocknen
aufgehingt., Diese Arbeitsweise musste genau eingehalten werden, weil die
Reproduzierbarkeit der Rf-Werte u,a. auch von der Formamidsittigung
abhingig ist. Bei lidngeren Imprignierungszeiten resultierten kleinere Rf-
Werte. Die vorbereiteten Chromatographierpapiere wurden nach der Trock-
nung ohne grosse Verzodgerung mif den Substanzen beschickt.

Auftragen der Substanzen: Im Abstand von jeweils 3 cm wurden frisch
bereitete Losungen der Reinalkaloide (entsprechend 20-100 pg) bzw. eines
Totalalkaloidgemisches (entsprechend ca. 300 pg) in Narkose-Chloroform
auf die Startlinie aufgetragen. Das Herstellen der Ldsungen sowie das
Auftragen der Substanzen erfolgte vor Licht geschiitzt,

Vorbereiten der mobilen Phase: Die Ldsungsmittelsysteme wurden durch
Mischen der Komponenten im jeweils erforderlichen Verhilinis hergestellt,
und die gerade zur Sittigung notwendige Menge Formamid zugesetzt. Die
Gemische wurden erst verwendet, nachdem sie véllig klar waren und wur-
den nach einmaligem Gebrauch verworfen. Bei mehrmaligem Gebrauch
konnten kleinere Ri-Werte festgestellt werden,

Entwickeln der Papiere: Die mit den Substanzen beschickien Papiere wur-
den sofort in die Chromatographiergefiisse gehingt und ohne Vorhingezeit
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. Wihrend dieser Zeit wandert die Losungsmittelfront 25-

30 cm,
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Sichtbarmachen der Alkaloide: Die meisten Rauwolfia-Alkaloide fluores-
zieren beim Bestrahlen mit UV-Licht mii blauen, griinen, griinlich-grauen
und gelben bis gelbbraunen Farben. Die Chromatogramme wurden im Trok-
kenschrank bei ca. 120° vom Losungsmittel und vom gréssten Teil des
Formamids befreit und anschliessend unter der UV-Lampe betrachtet.
Einige Nebenalkaloide wurden durch Bespriihen mit Zimtaldehyd RS und
Einhingen in ein mit Chlorwasserstoff gefiilltes Gefdss sichtbar gemacht.

Bei den Untersuchungen gingen wir so vor, dass wir zuerst die verfiigharen
Reinsubstanzen bzw. Mischungen derselben im System n-Heptan/Methylithylketon
2:1, mit Ammoniaksittigung, chromatographierten und die erreichte Verteilung
feststellten. Da nicht alle Alkaloide als Reinsubstanzen erhiltlich 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 dott. INVERNI & DELLA BEFFA S.p.A., Milano, in freundlicher
Weise zur Verfiigung gestellt, Wie das aus Abb. 7 ersichtliche, aufsteigend ent-
wickelte Chromatogramm zeigt, lisst sich mit genanntem System eine sehr gute
Verteilung erreichen, in dem es gelingt, Reserpin von den ibrigen Alkaloiden
abzutrennen. In der Folge wird basierend auf mit Reinsubstanzen hergestellten
Chromatogrammen versucht, die Lage der wichtigsten Alkaloide im Totalalkaloid-
gemisch festzulegen,

Rf-Wert
i Reserpin 0,77

O

2 Rescinnamin 0,66

3 Raubasin 0,96

O

J 0O I
IO D OO0 OO0 Oow'5;::ﬂ::zw'°“'

4 Ajmolin 0,15

Abb., 7 Verteilung einiger Alkaloide im Totalalkaloidgemisch aus Rauwolfia ser-
pentina Benth., System: n-Heptan/Methylithylketon 2:1, NH3-Atmosphéire,
aufsteigend entwickelt,
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Die unmittelbar an die Startlinie anschliessenden 4 Zonen enthalten in der
angegebenen Reihenfolge die Alkaloide Sarpagin, Serpentin, Reserpsiuremethyles-
ter, Serpentinin, Isorauhimbin, Isoajmalin und Ajmalin; letzteres weist auf dem
abgebildeten Chromatogramm den Rf-Wert 0,15 auf. In die nichsten 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 griinblaue Zone und die auf den Reserpin-Fleck folgende griin-
braune und darauf anschliessende blaue Zone konnten wir nicht identifizieren,
Der nichste Bereich enthélt Raubasin, sowie Zersetzungsprodukte von Rescinna-
min und Reserpin, auf die spiter noch nidher eingetreten wird. Der Bereich vor
der Frontlinie enthilt Reserpinin, Die Tatsache, dass fiir die Reserpin-Gewin-
nung auch andere Rauwolfia-Arten herangezogen werden konnen, bringt die Mog-
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 grosseren oder kleineren Mengen
enthalten, iiber 40 Alkaloide isoliert worden. Die vom Reserpin-Typ abweichende
Struktur der meisten dieser Alkaloide lisst jedoch auf eine andere Wanderungs-
geschwindigkeit in den verwendeten LOsungsmittelgemischen schliessen.

Mit dem aufsteigenden Verfahren ergaben sich bei unseren Versuchen wesent-
lich grossere Rf-Werte als sie Kaiser und Popelak (93) erhielten, welche
an Papier Schleicher und Schiill 2043 b mgl arbeiteten. Die Autoren geben fiir
Reserpin im System n-Heptan/Mgthylithylketon 2:1 mit Ammoniakatmosphire ei-
nen Rf-Wert von 0,60 mit Abweichung von } 5 % an. Die von uns ermittelten
Rf-Werte liegen zwischen 0,77 und 0,88. In der Folge entschlossen wir uns fiir
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/Methyldthylketon 2:1 mit NHg-Sittigung zusam-
mengestellt, Bei Reserpin, Rescinnamin und Deserpidin handelt es sich um Mit-
telwerte aus 15, bei den tbrigen Alkaloiden aus 3-5 Chromatogrammen., Die Werte

zeigen eine maximale Streuung von t 0,04 Rf-Einheiten.
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Tabelle 5

Alkaloid Ri-Werte Farbe im UV

(Mittelwerte)
Ajmalin 0,08 blaugriin
Deserpidin 0,72 graubraun
Raubasin 0,82 griingrau
Rauwolscin 0,36 griinblau
Rescinnamin 0,49 griin
Reserpilin 0,28 gelbbraun
Reserpin 0,56 griin
Reserpinin 0,88 griin
Reserpsidure-methylester 0,03 griin
Serpentin 0,00 blau
Serpentinin 0,00 graublau
Yohimbin 0,23 griingrau

Rf-Werte einiger Rauwolfia-Alkaloide im System n-Heptan/Methylithyl-
keton 2:1, NHS-Atmosphéire, absteigend entwickelt,

Beim Erhitzen auf 140° wihrend 10 Minuten geht die schwach graubraune
Fluoreszenz von Deserpidin in ein helles Graublau iiber., 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 Firbung
zeigt. In Abb. 8 ist die Trennung von Reserpin und Rescinnamin neben Deserpi-

din und Reserpsiure-methylester veranschaulicht.

Zersetzungsprodukte: Beim Chromatographieren simtlicher Reserpin-Muster

bemerkten wir ausser dem Reserpin-Fleck noch eine schwache griine Fluoreszenz,
welche im System n-Heptan/Methylithylketon 1:1 den Rf-Wert von 0,14, im Sys-
tem n-Heptan/Methylithylketon 2:1 mit NH3-Atmosphﬁre den Rf-Wert von 0,83
aufwies. Zudem trat auf den im letztgenannten System entwickelten Chromato-~-
grammen noch eine weitere sehr schwache griine Fluoreszenz vom Rf-Wert 0,24
auf, welche erst aui 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-Chromatogramimen noch ein bzw, mehrere Nebenflecke ent-

stehen, wurde schon von verschiedenen Autoren gemacht,

Rf-Wert

1 Q 1 Reserpin 0,57
: -,

: @,
3 @)

J@ OO O

2 Rescinnamin 0,50

3 Deserpidin 0,73

4 Reserpsoure- 0,02
methylester

5 Gemisch

Abb. 8 Trennung von Reserpin und Rescinnamin im System n-Heptan/Methylithyl-
keton 2:1, NH3~Atmosphiire, 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 gesittigtes Benzol als mobile Phase. Wurde das Reserpin
der Einwirkung von Licht oder Wirme ausgesetzt oder die L&sung in Eisessig
bzw. Chloroform lidngere Zeit stehen gelassen, so verstirkte sich die Intensitiit
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 Identitit des einen Umwandlungsproduktes (Rf-Wert =
ca. 0,9) mit 3-Isoreserpin nachweisen zu konnen 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 iiber Reserpin-Zersetzungs-
produkte wurden von Krebs und Futscher (97) ausgefiihrt. Die Autoren chro-
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matographierten einige Reserpin-Priparate des Handels nach Extraktion des Re-
serpins mit Chloroform. Im System n-Heptan/Methylithylketon 1:1 war ein mis-
sig griin fluoreszierender Fleck mit Rf-Wert 0,6 (Reserpin), ein intensiv griin
fluoreszierender Fleck mit Rf-Wert 0,3 - 0,4 (Reserpin-Zersetzungsprodukt 1

= RZ]1) und ein gelb fluoreszierender Fleck auf der Startlinie (Reserpin-Zerset-
zungsprodukt 2 = RZg sichtbar, Bei Sittigung der Kammer mit Ammoniak lagen
die Rf-Werte héher und Reserpin und RZj1 tauschten die Plitze. Unterhalb Reser-
pin trat ein weiterer griin fluoreszierender Fleck (Reserpin-Zersetzungsprodukt

3 = RZ3) auf. Die Autoren vermuteten, dass RZj mit 3-Dehydroreserpin iden-
tisch sei, welcher Beweis ihnen in einer spiteren Arbeit (98) gelang, Mit der
papierchromatographischen Untersuchung von Reserpin-Zersetzungsprodukten be-
schiftigten sich noch weitere Autoren (99, 100). Ueber die Haltbarkeit von Reser-
pin-Losungen 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 fiir die Praxis jedoch ohne Bedeutung,
weil die damit verbundene Gehaltsverminderung weniger als 1 % ausmache. Erst das
Auftreten von weiteren fluoreszierenden Nebenstreifen zeige Veridnderung und Zer-
setzung an,

Die Vermutung, dass der auf simtlichen Reserpin-Chromatogrammen erhal-
tene Nebenfleck vom Rf-Wert 0,14 bzw. 0,83 mit 3-Dehydro-reserpin identisch
sein konne, 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 Essigsdure geldst und die-
se Losung in einen Messkolben von 100 ml Inhalt gebracht, dann wurden
3,4 ml einer Losung von 100 mg Natriumnitrit in 100 ml Wasser zugefiigt,
mit 5 n Essigsiure bis zur Marke erginzt und gut durchgeschiittelt. Die
Mischung wurde eine Stunde lang stehengelassen und sodann in einem
Scheidetrichter von 500 ml Inhalt mit 200 ml Narkose-Chloroform ausge-
schiittelt. 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 pg 3-Dehydro-
reserpin) auf die Startlinie eines vorbereiteten Papierstreifens gebracht. Daneben
wurden 0,05 ml einer 0,1 %igen Losung von Reserpin USP Reference Standard
(entsprechend 50 pg) aufgetragen. Die in den iiblichen Systemen entwickelten
Chromatogramme sind in Abb. 9 und 10 veranschaulicht. Das nach obiger Vor-
schrift hergestelite, auf den Chromatogrammen als Zersetzungsprodukt RZ1 be-
zeichnete 3-Dehydro-reserpin befindet sich an der gleichen Stelle wie das aus
Reserpin erhaltene Zersetzungsprodukt und ist von intensiver griiner Fluoreszenz.
Auf der Hohe des Reserpin-Fleckes ist noch eine schwache griine Fluoreszenz
sichtbar, was auf eine nicht ganz quantitative Umwandlung in 3-Dehydro-reserpin

schliessen lidsst.
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Abb. 9 Chromatogramm des aus Reserpinbase hergestellten Zersetzungsproduk-.
tes RZ{ (= 3-Dehydro-reserpin) neben Reserpin USP Reference Standard.
System: n-Heptan/Methylithylketon 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/Methylithylketon 1:1 beziehen, diirfte die Fluoreszenz

von 3-Dehydro-reserpin herstammen.

Rf-Wert
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Abb, 10 Chromatogramm des aus Reserpinbase hergestellten Zersetzungsproduk-
tes RZ1 (= 3-Dehydro-reserpin) neben Reserpin USP Reference Standard.

System: n-Heptan/Methylithylketon 2:1, NHg3-Atmosphire, absteigend ent-
wickelt.
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Die weitere sehr schwache Fluoreszenz vom Rf-Wert 0,24, welche auf im
System n-Heptan/Methyliithylketon 2:1 mit NH3-Atmosphﬁre entwickelten Chroma-
togrammen auftrat, verstirkte sich bei Verwendung von alten L&sungen oder nicht
strikter Einhaltung des Lichtschutzes. Wurden die Lésungen lidngere Zeit dem Ta-
geslicht ausgesetzt, so trat in beiden Systemen am Startpunkt eine weitere inten-
siv gelbe Fluoreszenz in Erscheinung, Eine Verstidrkung der Fluoreszenz von
3-Dehydro-reserpin war unter diesen Bedingungen hingegen nicht zu verzeichnen,
Einwirkung von Tageslicht scheint eine fortlaufende Zersetzung in héhere Oxyda-
tionsprodukte nach sich zu ziehen, weshalb es unbedingt notwendig ist, alle Mani-
pulationen unter Lichtschutz vorzunehmen., Auch sollen nur frisch bereitete Lo-
sungen zur Anwendung gelangen. Die gelbe Fluoreszenz am Startpunkt und die
nur bei Sittigung der Kammer mit Ammoniak auftretende sehr schwache griine
Fluoreszenz vom Rf-Wert 0,24 diirften auf die von Krebs und Futscher (97)
als RZ3 bzw. RZg bezeichneten Zersetzungsprodukte zuriickzufiihren sein.

Die Tatsache, dass Reserpin Oxydationen leicht zuginglich ist, sowie die
Vermutung, dass die Zersetzungsprodukte erst wihrend des Chromatographier-
vorgangs gebildet werden, veranlasste uns, die Verwendung eines Reduktionsmit-
tels zu untersuchen. Auf Grund der guten Lé&slichkeit in organischen Ldsungsmit-
teln schien Thioharnstoff fiir diesbeziigliche Untersuchungen geeignet zu sein. Wir
setzten der Imprignierlosung 1 %, der aufzutragenden Reserpin-Losung 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 verstirkte braun-orange
Firbung, Die beim Chromatographieren von Reserpin und Rescinnamin unter ge-
wohnlichen Bedingungen beobachteten Nebenfluoreszenzen traten jedoch auch auf
diesen Chromatogrammen in Erscheinung. Hoher konzentrierte Impréignierlésung-
gen konnten nicht verwendet werden, da die Substanzen auf so vorbehandelten Pa-
pieren nicht mehr geniligend 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 beriicksichtigen. Die Priifungsvorschrift 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 Leistungsfihigkeit als Reinheits-
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priifung zu untersuchen, stellten wir uns die Aufgabe, abzukliren, welche Alka-
loidmengen ohne Nachteil gerade noch chromatographiert werden kdnnen, und ob
sich sehr kleine Mengen Nebenalkaloide von einer relativ grossen Menge Reser-
pin iiberhaupt abtrennen lassen. Nach unseren Feststellungen konnen bei streifen-
férmigem Auftragem im System n-Heptan/Methyldthylketon 1:1 100 pg, im Sys-
tem n-Heptan/Methylithylketon 2:1 mit NH3-Atmosphéire 50 pug Reserpin chroma-
tographiert werden, wobei allerdings relativ grosse, bandférmig angeordnete
Flecke entstehen. Die Nachweisbarkeitsgrenzen beim Bestrahlen mit UV-Licht
sind fiir die Rauwolfia-Alkaloide sehr giinstig, Sie liegen zwischen 0,05 und 0,5pg
(93), so dass der Leistungsfihigkeit der Priifung beziiglich des Nachweises prak-
tisch keine Grenzen gesetzt sind. Nach unseren Befunden kdnnen im System n-
Heptan/Methylithylketon 2:1 mit NH3-Atmosphéire Verunreinigungen von 1 % De-
serpidin und 2 % Rescinnamin in Reserpin noch sicher nachgewiesen werden.

Untersuchungen, die wir mit dem L&sungsmittelgemisch Isobutanol/Toluol
1:1, mit Wasser gesittigt, an gepufferten Papieren (pH = 3,2 - 6,6) vornahmen,
fiihrten nicht zur Losung der gestellten Aufgabe. Reserpin, sowie alle Alkaloide,
welche in den oben beschriebenen Systemen Rf-Werte > 0,60 aufweisen, wandern
hier mit der Losungsmittelfront. 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-
dthylketon 1:1 bzw. 2:1 mit NH3-Atmosphiire, die wir hinsichtlich ihres Trennef-
fektes und im besonderen beziiglich ihrer Leistungsfihigkeit als Reinheitspriifung
untersuchten, fiir das gestellte Problem als sehr geeignet erwiesen. Im System
n-Heptan/Methylithylketon 2:1 mit NH3-Atmosphiire 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 wihrend des Chro-
matographiervorgangs immer Spuren von 3-Dehydro-reserpin entstehen, welches
im System 2:1 den Rf-Wert von 0,83 aufweist und daher zur Verwechslung mit
Verunreinigungen anderer Rauwolfia~Alkaloide filhren konnte, erfordert fiir exakte
Reinheitspriifungen die Herstellung eines zweiten Chromatogrammes. Die Verwen-
dung des Systems 1:1, worin der Rf-Wert von 3-Dehydro-reserpin 0,14 betrigt,
die anderen auszuschliessenden Alkaloide praktisch aber keine Aenderungen be-

ziglich der Rf-Werte aufweisen, ist daher im Sinne einer Erginzung zu betrachten,
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Wegen der Husserst giinstigen Erfassungsgrenze fiir 3-Dehydro-reserpin (0,02 pg)
sind in den fiir die papierchromatographische Reinheitspriifung vorgeschlagenen
50 nug bzw. 100 pg Reserpin bereits 0,04 % bzw. 0,02 % 3-Dehydro-reserpin
nachweisbar. Die nur beim Chromatographieren in Ammoniak-Atmosphire auftre-
tende, sehr schwache griine Fluoreszenz vom Rf-Wert 0,24 war ebenfalls nicht
auszuschalten und wird in der Reinheitsforderung beriicksichtigt.

Wir empfehlen, fiir Resperin das von uns iiberpriifte, sehr leistungsfihige
papierchromatographische Verfahren als Identitiits- sowie als Reinheitspriifung
auf andere Rauwolfia-Alkaloide in die Pharmakopde aufzunehmen, Die Ausfiihrung
der Untersuchungen ist im Artikelvorschlag (s.S.181) auf das genaueste beschrie-~

ben,

Reinheitspriifungen

a) Physikalische und physikalisch-chemische Priifungen

Schmelzbereich: In der Literatur sind flir Reserpinbase folgende Schmelz-

intervalle (unter Zersetzung) angegeben:

Brit. Ph. 1958 ca. 270° (korr.)

Merck Index TP Ed. (153) 264 - 265°

DAK Praeparater (154) 270 - 275° (korr.)

Schw. Pat. 308689 (1955) 262 - 263°
Priifungsvorschrift Boehringer o

(76) 262 - 270
Priifungsvorschrift Penick o

(105) 283 - 285° (in ev. Rohrchen)

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 vorgewédrmt 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° vorgewirmte 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°
i} 255 - 256° 263,1 - 264,2°
11 255 - 256° 263,1 - 264,2°
v 252 - 253° 260 - 261°
v 252,5 - 253,5° 260,5 - 261,5°
VI 252 - 253° 260 - 261°
VI 252,5 - 253,5° 260,5 - 261,5°
VI 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 fiir un-
ser Arzneibuch vorschlagen mochten. Wir glauben, dass auf die Bestimmung der
Schmelztemperatur nicht verzichtet werden sollte, da diese auch als Identitits-

priffung zur raschen Unterscheidung von anderen Rauwolfia-Alkaloiden von Bedeu-

tung ist.

Losslichkeit, Priifung auf unldsliche und firbende Verunreinigungen: Eine

solche Priifung wird nur von DAK Praeparater (154) vorgeschrieben, indem eine
Losung von Reserpin in Chloroform auf klare IL&slichkeit und mittels einer Grenz-
reaktion auf firbende Verunreinigungen gepriift wird. Wir filhrten die Priifung mit
der Stammldsung S II durch, welche in der Folge zu quantitativen Bestimmungen
(Spez. Drehung, Verbrennungsriickstand) herangezogen wird und deshalb mit genau
gewogener, getrockenter Substanz hergestellt werden muss, Zu deren Zubereitung
1osten wir ca. 0,2 g getrocknete Substanz (genau gewogen) in 2,0 ml Chloroform.
Sdmtliche Muster 16sten sich vollig auf. Beim Vergleich mit den Farbvergleichs-
16sungen Ph.Helv,V, Suppl. I, stellten wir folgende Firbungen fest:

Handelsmuster  Farbvergleichsldsung Handelsmuster  Farbvergleichslosung

I =G, v = Gg
)i =G, VI = G,
m = G, v = G,
v = Gg VI =G,
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Die Forderung fiir den Pharmakopdetext soll lauten:

"0,2 g getrocknete Substanz (genau gewogen) werden in 2 ml Chloroform
gelost. Diese Losung muss klar sein und darf bei sofortiger Betrachtung
nicht stirker gelb gefirbt sein als Farbvergleichslésung G9. Die Lésung,
welche in einem Messkolben von 20 ml Inhalt mit Chloroform bis zur
Marke verdiinnt wird, dient als Stammldsung S II fiir die Priifungen 4 und
12, Priifung 4 ist sofort durchzufiihren, "

Reaktion des wissrigen Auszuges: DAK Praeparater (154) fordert, dass

der wissrige Auszug neutrale bis schwach saure Reaktion aufweisen soll. Die
tibrigen Priiffungsvorschriften verzichten auf diese Priifung.

Wir stellen einen wissrigen Auszug her durch Schiitteln von 50 mg Reser-
pinbase mit 10,0 m! frisch ausgekochtem heissen Wasser. Das Filtrat dient in
der Folge als Stammldsung S II zu weiteren Reinheitspriifungen,

Die von uns ermittelien pH-Werte betragen:

Handelsmuster pH-Wert pH-Wert
potentiometrisch Farbtabelle
I 6,80 6,60
i 6,55 6,60
m 7,10 7,00
v 7,00 6,80
v 6,83 6,60
Vi 6,70 6,80
v 6,95 7,00
vin 6,85 6,80

Wir glauben, unsere Forderung auf einen pH-Wert von 6,4 - 7,2 festlegen

zu konnen.

Spezifische Drehung: Ueber die spezifische Drehung von Reserpinbase konn-

ten wir der Literatur folgende Angaben entnehmen:

Merck Index 7% Ed. (153) [#] ]2._)0 - -118° (1%ige Losung in
20 o Chloroform)
Brit. Ph. 1958 [o&]D = -113 bis -123° (1%ige Losung in

Chloroform)
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DAK Praeparater (154) [oQ] 12)0 = -107,5 bis -125° (1 %ige Losung
in Chloroform)
Priifungsvorschrift Inverni (77) [0(] ]2)0 = —125,5O (1 %ige Losung
in Chloroform)
Priifungsvorschrift Penick (105) [ot] ]2)0 = —119,50 (1 %ige Losung
in Chloroform)
Priffungsvorschrift Penick (105) [ | f)o = -109° (1 Bige Losung
in 36%iger Essig-
sdure)
Priifungsvorschrift Boehringer [o&] ]2>0 = -109,4° * 2° (1 %ige Losung
('76) in 2 n Egsigsiure)

Die Bestimmung wird entweder in Chloroform oder in Essigsdure verschie-
dener Konzentration ausgefiihrt.

Wir bestimmten die spezifische Drehung unserer Muster in Chloroform und
in 36 %iger Essigsiure.

Fiir eine 1 %ige Ldsung ergaben sich die folgenden Werte (Mittel aus 2-3

Bestimmungen),
Handelsmuster Spezifische Drehung
in Chloroform in 36 %iger Essigsiure
I -122,02° -110, 69°
I -123, 28° -1101100
I -123,48° -110,95°
v -129, 48° -110, 40°
v -122, 57° -110,78°
VI -124, 43° -112,62°
VI -120,75° -110, 68°
VII -122,172° -110, 89°

Da bei Verwendung von Chloroform als Ldsungsmittel vor der Bestim-
mung noch auf Loslichkeit und auf firbende Verunreinigungen gepriift werden kann,
mochten wir diesem Losungsmittel den Vorzug geben. Die spezifische Drehung
unserer Muster lag zwischen —120,750 und -124,430. Dabei ist allerdings Muster
IV nicht beriicksichtigt, welches mit -129,48O 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: Sdmtliche der uns bekannten Priifungsvorschriften zie-

hen die spektrophotometrische Messung zur Identitéts- und Reinheitspriifung von
Reserpin heran. Dieses besitzt ein flaches Maximum bei 217 - 219 mp, ein aus-
gepriigtes Maximum bei 267 - 268 mp und eine daran angrenzende Schulter bei
293 - 296 mu. Ein Minimum befindet sich bei 246 - 247 mp. Das UV-Spektrum
im Bereich von 240 - 305 mp ist in Abbildung 11 veranschaulicht.

0550 A\
4500
0450
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»
o d
ot
x
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S 0400
Q300
220 260 280 300 mu
Wellenlénge

Abb. 11 UV-Spektrum von Reserpin (USP-Reference Standard)
in Aethanol 94 %.
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Nachstehende Angaben, die wir der besseren Vergleichsmoglichkeit wegen
alle als spezifische Extinktion Ei?’m angeben, konnten wir der Literatur ent-

nehmen.
. - 1% . .
Maxima Minima Elcm Losungsmittel
in mp in mp _—
216 1013
Merck Index Tth Ed. (153) 267 279 Chloroform
295 151
s 268 ca. 270 N
Brit. Ph. 1958 295 ca. 170 Weingeist 95%
269 * 2 ca. 284
DAK Praeparater (154) 295 * 2 ca.156 Chiloroform
250 3 ca.198
Priifungsvorschrift Inverni (77) ggg f;‘ll Weingeist 95%
217-219 920-975
246-247 Weingeist 95%
Priifungsvorschrift 267-268 273-285 mit 0,25%
Boehringer (76) 286-288 Chloroform
293-296 170-180
Priifungsvorschrift Penick (105) 267 286 0,05 n Essig-
243 135,5 sdure

USP XVI verwendet zum Vergleich eine Standardsubstanz (= unsere Versuchs-
substanz VIIO) und fordert, dass die Abweichung gegeniiber dieser bei 268 mp
und 295 mp nicht mehr als 3 % betragen diirfe.

Die Priifungsvorschrift der Firma BOEHRINGER (76) lisst im weiteren noch
folgende Extinktionsverhiiltnisse iiberpriifen:
Die Extinktion bei 300 mpu dividiert durch die Extinktion bei 288 mp soll zwischen
0,963 und 0,985, die Extinktion bei 268 mu dividiert durch die Extinktion bei
295 mp zwischen 1,560 und 1,622 liegen.

Genannte Extinktionsverhiltnisse wurden von uns ebenfalls ermittelt.

Wir bestimmten die Extinktion bei den drei Maxima. Als Ldsungsmittel dien-
te uns Aethanol 94 %. Um die L&sungen bei Zimmertemperatur herstellen zu kion-
nen, losten wir die Substanz in wenig Chloroform und erginzten mit Aethanol 94%

bis zum vorgeschriebenen Volumen, Fiir die Messung bei 217 - 218 mp verwen-
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deten wir eine 0,0005 %ige, fiir die ijbrigen Messungen eine 0,002 %ige Losung.
Die ermittelten Werte betragen:

gl%

1cm E bei 300mu E bei 268mpu

gﬁgis- 217-218 mp 267-268 mp  293-295 mp  E bei 288mp E bei 295mp
I 986 273,5 173,5 0,963 1,576
ji§ 958 274 173,5 0,963 1,584
11 954 2179 178 0,963 1,563
v 1010 2173,5 173,5 0,965 1,576
v 974 272,5 173 0,965 1,575
VI 966 276 172,5 0,913 1,622
Vi 930 284 174,5 0,985 1,567
VIO 978 279 175,5 0,964 1,570

Fiir die Pharmakopde erscheint es uns hinreichend, die spezifische Extink-
tion bei den Maxima 267-268 mp und 293-295 mp bestimmen zu lassen. Andere
Arzneibiicher sehen ebenfalls von einer Bestimmung bei 217-218 mp ab. Wir
schlagen fiir den Pharmakopdetext folgende Formulierung vor und glauben in
Anlehnung an unsere Resultate die Grenzwerte wie folgt festlegen zu koénnen:

"0,1 g getrocknete Substanz (genau gewogen) werden in 10 ml Chloroform
geldst und die Ldsung in einem Messkolben von 200 ml Inhalt mit Aetha-
nol 94 % bis zur Marke verdiinnt, 4,00 ml dieser Losung werden in ei-
nem Messkolben von 100 ml Inhalt mit Aethanol 94 % bis zur Marke ver-
diinnt, und es wird sofort bei einer Schichtdicke von 1 cm mit einem
geeigneten Spektrophotometer die Extinktion des bei 267-268 mu und des
bei 293-295 mp lie%;anden Absorptionsmaximums gemessen. Der Extink-
tionskoeffizient E 1%, muss bei 267-268 mp mindestens 270 und darf
hochstens 285, bei 293-295 mp mindestens 170 und darf hchstens 180
betragen."

b) Chemische Reinheitspriifungen

Der Literatur konnten wir keine Angaben iber aufgefundene Verunreinigun-
gen, Verfilschungen oder Verwechslungen entnehmen. Simtliche Monographien
beschridnken sich auf Reinheitspriifungen physikalisch-chemischer Natur. Wir
hielten uns in der Auswahl der auszufiihrenden Priifungen an die Ph.Helv.V,
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welche bei den meisten Substanzen auf Schwermetalle, Chlorid und Sulfat, ferner
auf konzentrierte Schwefelsiiure und konzentrierte Salpetersiure firbende Verun-
reinigungen priifen lisst. Ausserdem priiften wir unsere Muster noch auf Abwe-
senheit von Alkalimetallen.
Fiir die Mehrzahl der Priifungen verwendeten wir einen wissrigen Auszug

(Stammldsung S I), welcher wie folgt erhalten wird:

"50 mg Reserpinbase werden mit 10 ml frisch ausgekochtem heissen

Wasser in einem Reagensglas mit Glasstopfen wihrend 2 Minuten kriftig

geschiittelt, Das Filtrat dient nach dem Erkalten als Stammlosung 8 I
fiir die Priifungen 7, 8, 9 und 10."

Abwesenheit von Alkalimetallen: In simtlichen Mustern waren hdchstens

zulissige Spuren von Natrium nachweisbar. Durch das Kobaltglas betrachtet, war

keinerlei Flammenfirbung wahrzunehmen,

Fiir die Pharmakopte sehen wir von dieser Priifung ab,

Abwesenheit von Schwermetallen: Wir fiihrten die Priifung mit 3 ml S I nach
den Vorschligen zur Ph, Helv, VI aus. Da simtliche Muster der Grenzreaktion a II

entsprachen, wird diese als Grenze der hochst zulissigen Opaleszenz festgelegt,

Abwesenheit von Chlorid und Sulfat: Die Priifungen wurden nach den Vor-

schldgen zur Ph, Helv, VI mit je 2 ml S I vorgenommen. Da bei keinem Muster
stirkere Opaleszenz auftrat als bei Grenzreaktion a II, werden die Forderungen
entsprechend formuliert,

Priifung auf konzentrierte Schwefelsiure fiirbende Verunreinigungen: Die L&-

sung von 20 mg Reserpinbase in 2 ml konzenirierter Schwefelsiure RS war be-
reits in der Kiilte sehr stark gelb gefirbt, weshalb diese Priifung nicht durchge-
fiihrt werden kann. Interessehalber verfolgten wir die Firbungen der Losung nach
Erwirmen im siedenden Wasserbad, Diese zeigten folgendes Aussehen:

in der Kilte sofort sehr stark gelb

nach 5' Erwdrmen im Wasserbad olivgriin

nach 10' Erwirmen im Wasserbad olivgriin verstirkt
nach 15' Erwidrmen im Wasserbad braunstichig olivgriin

nach 20' Erwdrmen im Wasserbad griinstichig braun
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Abwesenheit von konzentrierte Salpetersiure firbenden Stoffen: 20 mg Re-
serpinbase lésten sich in 2 ml konzentrierter Salpetersiure RS mit dunkelrot-
brauner Farbe, welche innerhalb 3 Minuten blasser wird, Auch diese Priifung
ist nicht durchfijhrbar.

Quantitative Bestimmungen

a) Feuchtigkeitsgehalt

Auf Feuchtigkeit priifen USP XVI, Brit. Ph.1958 und die Priifungsvorschrif-
ten der Firma INVERNI (77). Nach diesen Vorschriften wird Reserpin wihrend
3 bzw. 2 Stunden bei 60° getrocknet, Nach Brit, Ph. 1958 darf dabei der Druck
5 Torr nicht berschreiten. Der Feuchtigkeitsgehalt soll nicht mehr als 0,5 bzw.
1 % betragen. Die Priifungsvorschriften der Firma BOEHRINGER (76) ermitteln
den Feuchtigkeitsgehalt durch Trocknen wihrend 6 Stunden bei 60° unterhalb 20
Torr iiber Diphosphorpentoxyd und tolerieren 0,5 % Feuchtigkeit. Wir trockne-
ten je 0,5 g unserer Muster im Trockenschrank bei 60° wihrend 3 Stunden und
machten die Feststellung dass der Gewichtsverlust bei allen Proben unwigbar
war, d.h. weniger als 0,5 mg betrug. Mit dieser Methode ermittelten wir daher
bei simtlichen Mustern Feuchtigkeitsgehalte von weniger als 0,1 %. Auch nach
nochmals dreistiindigem Trocknen war kein Gewichtsverlust mehr zu verzeich-
nen,

Durch Trocknen im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 60° wihrend 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 %
it 0,26 % VI 0,43 %
o 0,19 % v 0,33 %
v 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 iiber Phosphorpentoxyd in Frage ,
und wir glauben fordern zu komnnen, dass so gepriift, Reserpinbase maximal
0,5 % Feuchtigkeit aufweisen darf,

b) Verbrennungsriickstand

Sdmtliche der uns bekannten Priifungsvorschriften nehmen diese Bestimmung
vor und tolerieren einen Verbrennungsriickstand von 0,1 bzw. 0,2 %.

Im Sinne der Substanzersparnis verwendeten wir 15 ml Stammlosung S II,
entsprechend 0,15 g Reserpinbase, und fiihrten die Bestimmung nach Verdampfen
des Losungsmittels aus. Von den verschiedenen Mustern erhielten wir Riickstidn-
de von 0,0000 bis 0,0002 g.

Wir gelangen deshalb zur Forderung, dass der Verbrennungsriickstand von
0,15 g Reserpinbase unwigbar 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-Pridparaten herangezogen
werden, Von den UV-spektrophotometrischen Verfahren sei dasjenige
von Sakal und Merril (106) erwihnt, Genannte Autoren arbeiten in 5 N-Essig-
sdure, wobei das Beer'sche Gesetz bei Konzentrationen zwischen 5 bis 30 mg/1
erfiillt ist. Die Messung erfolgt beim Absorptionsmaximum von 267 mp. Eine
weitere UV-spektrophotometrische Methode wird von Banes, Carol und
Wolff (91) angegeben. Die Bestimmung erfolgt nach siulenchromatographischer
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 midchten
wir diejenige von Booth (107) anfilhren. Das Reserpin wird hier in einen Brom-
phenolblau-Komplex iibergefiihrt, der bei 402 mp ein Absorptionsmaximum besitzt.
Eine andere kolorimetrische Methode zur Bestimmung von Rauwolfia Alkaloiden
oder Reserpin in Priparaten wird von Wunderlich (108) beschrieben. Die Al-
kaloide werden als Reineckate gefillt, der Niederschlag abgetrennt, in Methanol
gelost und der Alkaloid-Reineckat-Komplex bei 427 mp photometriert,

Das im amerikanischen Arzneibuch aufgefiihrte kolorimetrische Verfahren
zur quantitativen Reserpin-Bestimmung (Reinsubstanz, Injektionslésung, 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 Salzsiure oder Schwefel-
sdure in 3-Dehydro-reserpin iibergefilhrt, welches sich durch die griinlich-
gelbe Farbe seiner LOsungen auszeichnet und bei 388-390 mp ein Absorptions-
maximum besitzt, Die Absorption der Versuchslésung wird mit derjenigen einer
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—_—
- 2H

Resperin 3-Dehydro-reserpin

gleich behandelten Standardldsung verglichen und daraus der Reserpingehalt be-
rechnet, Um event. vorhandene Zersetzungsprodukte, welche schon vor der Ni-
trit-Behandlung bei 388-390 mp Licht absorbieren, auszuschalten, wird mit der
Versuchs- und mit der Standardlésung je eine Blindbestimmung ausgefiihrt. 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
Injektionslosungen eignen soll.

Brit. Ph. 1958, DAK Praeparater (154) sowie andere Priifungsvorschriften
(76,77) lassen zur Bestimmung der Reinsubstanz die Titration mit Perchlor -
siure in wasserfreiem Milieu ausfiihren. Als Indikator wird Kristallvio-
lett oder Quinaldinrot (Brit. Ph.1958) vorgeschrieben. Zur Verwendung gelangt
0,1 N-Perchlorsiure oder 0,05 N-Perchlorsiure (Brit, Ph.1958). DAK Praepa-
rater (154) lisst mit 0,01 N-Perchlorsiure titrieren und fiigt der Losung der
Substanz in Eisessig etwas Dioxan zu, um das Erkennen des Farbumschlages zu
erleichtern.

Die Gehaltsforderung lauten:

Brit. Ph. 1958 98,5 - 101,5 % (bezogen auf getrocknete Substanz)
DAK Praeparater (154) 98,0 - 102,0 %

Priifungsvorschrift

Boehringer (76) 98,5 - 101,5 % (bezogen auf getrocknete Substanz)

Wir fiihrten folgende Gehaltsbestimmungen aus:
1, Titration mit Perchlorsiure in Eisessig: Fiir die potentiometrischen
Kontrollbestimmungen l5sten wir 0,3045 g (= /2 Millifiquivalent) getrocknete




~ 175 -

Reserpinbase in 40 ml wasserfreiem Eisessig, fiigten 3 ml Essigsiureanhydrid
und 3 Tropfen Kristallviolett RS zu und titrierten mit 0,05 N-Perchlorsidure in
Eisessig. Zuerst ermittelten wir den Umschlagspunkt, indem wir die Farbe des
Indikators beim grossten Potentialsprung beobachteten. Aus Abb, 12 ist die Ti-
trationskurve sowie die Farbinderung des Indikators im Bereiche des Umschlags-
punktes nach Zusatz jeweils gleicher Volumenteile der Titrierfliissigkeit ersicht-
lich.

700
————————————————————— =1— gelb
600
- [t - grin
é’ ————— - ----1— grinblau
=
SO0t - blau
——————————————————————————— - violettblau
i - violett
400 /

8 10 12ml
0,05 N - Perchlorsadure

Abb, 12 Titrationskurve von Reserpinbase

Einwaage: /2 Millidquivalent, Potentialanstieg zwischen 8 ml und 12 ml 0,05 N-
Perchlorsiure

Der Umschlag erfolgt von Reinblau nach Griinstichigblau,
Fiir die visuelle Titration 19sten wir ca. 0,3 g getrocknete Substanz (genau
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gewogen) in 20 ml wasserfreiem Eisessig, fligten 3 ml Essigsdureanhydrid und
3 Tropfen Kristallviolett RS zu und titrierten bis zum ersten Farbumschlag nach

Griinstichigblau.
1 ml 0,05 N-Perchlorsiure entspricht 30,45 mg 033}14009N2
Wir ermittelten folgende Resultate:

Handelsmuster  Titration mit 0,05 N- Perchlorsiure Mittelwert aller

visuell potentiometrisch Bestimmungen

1 99,93 % 99,75 % 99,84 % 99,78 % 99,83 %
u 99,96 % 99,74 % 99,99 % 99,60 % 99,82 %
m 99,84 % 99,76 % 99,94 % 99,84 %
v 100,04 % 99,82 % 99,95 % 99,94 %
A 99,50 % 99,38 % 99,53 % 99,47 %
Vi 99,74 % 99,556 % 99,60 % 99,63 %
v 98,97 % 99,18 % 99,30 % 99,23 % 99,17 %
via 99,99 % 99,84 % 99,95 % 99,871 % 99,91 %

2. Kolorimetrische Bestimmung ("Nitrit-Methode"): Wir hielten uns an die
fiir die Reinsubstanz angegebene Vorschrift des amerikanischen Arzneibuches.
Fiir die Bestimmung stand uns die USP Reference Standard-Substanz (= Muster

VIII) zur Verfiigung.

"Einer Losung von 25 mg getrockneter Standard-Substanz (genau gewogen)
in 0,25 ml Chloroform werden ca. 30 ml Methylalkohol von 500 zugefiigt,
und die Mischung wird mit Hilfe von warmem Methylalkohol quantitativ in
einen Messkolben von 250 ml Inhalt gebracht. Nach Abkithlen auf Zimmer-
temperatur wird mit Methylalkohol bis zur Marke aufgefiillf und gut durch-
gemischt.

In gleicher Weise wird die Losung der zu priiffenden Reserpin Reinsubstanz
hergestellt. Beide Losungen sind vor Licht zu schiitzen.

Kurz vor der Gehaltsbestimmung werden 10 ml jeder Ldsung in je einen
Messkolben von 50 ml Inhalt gebracht, 36 ml Chloroform zugefiigt und mit
Methylalkohol bis zur Marke aufgefiillt (Standard- und Versuchslésung). Nun
werden von vorstehender Standardlésung und Versuchslésung 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-
dardlosung und der Versuchslosung fiigt man 1 ml einer 0,3 %igen Natrium-
nitritlosung in 50 %igem Methylalkohol und 5 Tropfen konzentrierte Salz-
sdure RS zu, In die beiden ibrigen Messkolben, welche die Blindproben
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der Standard- und der Versuchslésung darstellen, bringt man 1 ml 50%igen
Methylalkohol und 5 Tropfen konzentrierte Salzsdure RS. Man mischt alle
Messkolben gut durch und l4sst 30 Minuten lang stehen, Dann bringt man
in jeden der 4 Messkolben 0,5 ml Ammoniumsulfamat RS, fiillt mit Methyl-
alkohol bis zur Marke auf und mischt gut durch. Nach 10 Minuten wird die
Extinktion aller 4 LOsungen in einem geeigneten Spektrophotometer bei ei-
ner Schichtdicke von 1 cm und einer Wellenlinge von 390 mp gemessen.
Als Vergleichslosung 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:

O
25+ (E, - E)

mg Reserpin = 5
(Eg - E)

wobei bedeuten:

ES = Extinktion der mit Natriumnitrit versetzten Standardlésung
Ev = Extinktion der mit Natriumnitrit versetzten Versuchslosung
Es = Extinktion der Standard-Blindlosung (ohne Natriumnitrit)
EV = Extinktion der Versuchs-Blindlsung (ohne Natriumnitrit)

Diese kolorimetrische Methode lieferte iiberraschend gute Werte:

Handelsmuster Reserpin-Gehalt
1 100,00 % 99,20 %
i 99,48 % 99,72 %
m 99,72 % 100,00 %
v 100,26 % 99,48 %
A\ 99,20 % 98,96 %
VI 99,20 % 99,48 %
v 98,96 % 99,20 %

3. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: Mit ca. 0,2 g getrockneter Substanz
wurde der Stickstoffgehalt nach der im allgemeinen Teil beschriebenen Methode
bestimmt, Die Aufschlusszeit betrigt ca. 1 1/2 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 %
I 99,10 % 98,98 % 99,04 %
m 99,15 % 99,02 % 99,08 %
v 99,30 % 99,55 % 99,42 %
\' 98,64 % 98,92 % 98,78 %
A28 98,62 % 98,88 % 98,75 %
vl 98,58 % 98,49 % 98,53 %
v 99,42 % 99,27 % 99,34 %

Diese Methode lieferte bei allen Mustern etwas niedrigere Werte als die
Titration mit Perchlorsiure und die Nitrit-Methode. Die Mittelwerte der Muster
liegen zwischen 98,53 % und 99,42 %.

Wir schlagen vor, die Titration mit Perchlorsiure in Eisessig als Gehalts-
bestimmungsmethode in die Ph. Helv, VI aufzunehmen. Genannte Methode ergibt
zuverlissige Resultate, ist rascher durchfiihrbar als die kolorimetrische "Nitrit-
methode" und erfordert ferner keine neuen Reagenzien. Gestiitzt auf die mit der
Perchlorsidure-Titration erhaltenen Werte gelangen wir zu der Forderung, dass
Reserpinbase mindestens 99 % und héchstens 100,5 % CaqH gOgN, enthalten

muss.

Sterilisation von I..tisung_e_ll

Bei der Angabe einer Sterilisationsvorschrift hielten wir uns an Brit. Pharm,
Cod, 1959, welcher Injektionslosungen durch Keimfiltration sterilisieren lisst.

Vorschlag flir Gebrauchsdosen

Die Angaben entnahmen wir DAK Praeparater (154).



Stnnenpritung
Farbe

Geruch

Identitdt en

Ammonjummolybdat-
Reaktion

Vanillin-Salzsgiure-
Reaktion

Pikrat-8chmelzpunkt
(korr.)

Papierchromatographi-
sche Priifung

Reinheit: en

Schmelztemperatur
{korr. )

Farbe der Lbsung von

leicht gelb-

lick

+

182,6-184,7° 182,4-184,4° 182,6-184,7° 182,8-184,4° 182,1-184,2°

Untersuchuri von Handelsmustern
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rein welss

+

m

rein weiss

+

rein weiss

+

rein weiss

+

Vi

leicht gelb-
lich

+

vo v

stark gelb- leicht gelb~
lch lich

+ +

182,1-184,7° 182,8-184,5° 182,6-184,7°

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°

0,2 g in 2 ml Chlora- =G =G = G, =G =G =G = G =G
fl;rm 2 4 4 5 3 2 2 4
Reaktion des wissrigen
Auszuges

potentiometrisch 6,80 8,55 7,10 7,00 6,83 8,70 6,95 6,85

Farbtabelle 8,60 8,60 7,00 6,80 8,60 6,80 7,00 6,80
Spezifische Drehung -122,02° -123,28° -123,48° -129, 48° -122,51° -124,43° -120,75% -122,72°
UV-Absorption )

1

Elzn bei 267-268 mp 273,5 274 279 273,5 272,5 276 284 279

E}Z’m bei 203-205 my  173,5 173,5 178 173,5 173 172,5 174,5 175,5
Paplerchromatographische
Priifung . - - - - - - - .
Schwermetalle - - - - - - - -
Chlorid - - - - - - - -
Sulfat - - = - - - - -
Quantitative Bestimmungen
Feuchtigkettsgehalt 0,42% 0,26% 0,19% 0,06% 0,40% 0,43% 0,33% 0,24%
Yen ag| agbar gb;
Gehalt

Perchlorsiure-Titration

Visuell 99,84% 99, 85% 99,80% 98,93% 99,44% 99, 85% 99, 08% 99,92%
potentiometrisch 99,81% 99, 80% 99, 84% 99,95% 99,53% 99,60% 99,27% 99,81%
"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

C33H4009N2 Mol. -Gew, 609
3, 4, 5-Trimethoxybenzoyl-methylreserpat mit einem Gehalt von mindestens
99, 0(99, 0-100, 5)% C33H4009N2.

Priifung

Stammlosung S I: 50 mg Substanz werden mit 10 ml frisch ausgekochtem
heissen Wasser in einem Reagensglas mit Glasstopfen wihrend 2 Minuten krif-
tig geschiittelt. Das Filtrat dient nach dem Erkalten als S I fiir die Priifung 7,
8, 9 und 10.

Stammldsung § I: 0,2 g getrocknete Substanz (genau gewogen) werden in
2 ml Chloroform gelost. Diese Losung muss klar sein und darf bei sofortiger
Betrachtung nicht stirker gelb gefirbt sein als Farbvergleichslésung Gg. Die Lo-
sung, welche in einem Messkolben von 20 ml Inhalt mit Chloroform bis zur Mar-
ke verdiinnt wird, dient als S I fiir die Priifungen 4 und 12, Priifung 4 ist sofort
durchzufiihren,

1, Sinnenpriifung: 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 Ldsung von 10 mg Ammoniummolybdat in 10 ml konzentrierter Schwe-
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felsdure RS geldst. Nach etwa 2 Minuten entsteht eine blaue Firbung, welche
erst nach weiteren 3 Minuten tber Graublau nach Olivgriin {ibergegangen sein
darf,

b) Eine Spur Reserpinbase 16st sich in 3 ml Vanillin-Salzsiure RS mit ro-
saroter Farbe, welche rasch nach Violett-Rot umschligt.

¢) 50 mg Substanz werden in der Mischung von 1 ml Wasser + 1 ml 15%-
iger Essigsiure + 3 ml Azeton gelSst, und diese Losung wird tropfenweise mit
3 ml Pikrinsdure RS versetzt. Aus der trilben Losung 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 % gelést. 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° Vorgeheiziem Bad, unter raschem Aufheizen um 4° pro Minute,

4, Spezifische Drehung: -119 bis -1300, bestimmt mit § II im 2 dm-Rohr.

5, Extinktionskoeffizient: 0,1 g getrocknete Substanz (genau gewogen) wer-
den in 10 mI Chloroform gelSst, und die Losung wird in einem Messkolben von
200 ml Inhalt mit Aethanol 94 % bis zur Marke verdiinnt. 4,00 ml dieser Ldsung
werden in einem Messkolben von 100 ml Inhalt mit Aethanol 94 % bis zur Mar-
ke verdiinnt, und es wird sofort bei einer Schichtdicke von 1 cm mit einem ge-
eigneten Spektrophotometer die Extinktion des bei 267 - 268 mp und des bei
293 - 295 mp liegenden Absorptionsmaximums gemessen. Der Extinktionskoeffi-
zient E% muss bei 267 -~ 268 mp mindestens 270 und darf héchstens 285, bei
2093 - 295 mp mindestens 170 und hochstens 180 betragen.

6, Papierchromatographische Priifung: 35 ml Methylithylketon und 70 ml
n-Heptan werden in einem Scheidetrichter von 250 ml Inhalt mit 3 ml Formamid
kriftig geschiittelt, Nach Trennung der Phasen wird die untere Formamidschicht
abgelassen und die mit Formamid gesiitigte obere Methyliithylketon/n-Heptan-
Schicht in die Kiivetie eines zur absteigenden Papierchromatographie bestimmten,
mit der mobilen Phase und mit konzentriertem Ammoniak RS wihrend mindestens
14 Stunden klimatisierten Glasgefiisses, eingefiillt. Das mit 10 ml konzentriertem
Ammoniak RS gefiillte Gefdiss von ca, 2 c¢m Oeffnungsdurchmesser muss von dem-
jenigen der mobilen Phase getrennt und am Boden so aufgestellt sein, dass das
Chromatogramm dieses nicht beriihrt (System A).

In genau gleicher Weise wird die Mischung von 50 ml Methylidthylketon und
50 ml n-Heptan mit Formamid gesittigt und in die Kiivette eines zweiten zur
absteigenden Papierchromatographie bestimmten, mit der mobilen Phase wihrend
mindestens 14 Stunden klimatisierten Glasgefisses eingefiillt, welches jedoch
nicht mit Ammoniak RS beschickt wurde (System B).

Beide Chromatographiergefisse miissen vollstindig lichtundurchlissig sein,
was durch Umkleiden mit schwarzem Papier erreicht wird, Die Ldsungsmittel~
gemische in den Kiivetten miissen vor Einbringen der Papierstreifen vollig 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 Lénge geschnitten, so dass die Lingsseite quer zur
Faserrichtung verliduft, 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 Rindern, sowie voneinander je 4 cm betragen soll. Die Papierstreifen
werden sodann genau 2 Minuten in einem dicht verschlossenen Gefisse in eine
Mischung von 20 ml Formamid und 80 ml Azeton vollstindig eingetaucht, zur
Entfernung des iiberschiissigen Imprignierungsmittels zwischen Filtrierpapier
leicht ausgepresst und wihrend 15 Minuten bei Zimmertemperatur zum Trocknen
aufgehingt.,

Auf die so vorbehandelten Streifen trigt man eine 0,1 %ige, frisch berei-
tete Losung der Substanz in Narkose-Chloroform streifenf6rmig, moglichst gleich-
missig 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 Losungen hat vor
Licht geschiitzt zu erfolgen. Die Papierstreifen werden sofort in die entsprechen-
den Kiivetten eingesetzt und ohne Vorhingezeit entwickelt. Die Laufzeit betrigt
ca. 3 Stunden.

Wenmn die ILdsungsmittelfront 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° wihrend 5 Minuten werden die
Chromatogramme im ultravioletten Licht betrachtet, Der fiir Reserpin charakteris-
tische griine Fleck hat auf beiden Chromatogrammen einen Rf-Wert von 0,52 -
0,60, Ausser diesem Fleck darf das Chromatogramm A nur noch einen schwach
griin fluoreszierenden Fleck vom Rf-Wert 0,80 ~ 0,86 (3-Dehydro-reserpin) und
ev. einen weiteren sehr schwach griin fluoreszierenden Fleck vom Rf-Wert 0,22-
0,26 (Zersetzungsprodukt) aufweisen. Das Chromatogramm B darf neben dem
fiir Reserpin charakteristischen griin fluoreszierenden Fleck vom Rf-Wert 0,52-
0,60 nur noch einen einzigen schwach griin fluoreszierenden Fleck vom Rf-Wert
0,12 - 0,16 (3-Dehydro-reserpin) aufweisen, Hierauf wird das Chromatogramm
A wihrend 10 Minuten im Trockenschrank bei 1400 erhitzt. Beim nachfolgenden
Betrachten im ultravioletten Licht darf auf der Hohe des Rf-Wertes von 0,70 -
0,74 kein graublauer Fleck sichtbar sein (Deserpidin). Chromatogramm B wird
nach dem Bespriihen mit Zimtaldehyd RS wihrend 10 Minuten in ein Gefiss ge-
hédngt, worin sich ein Becherglas mit ca. 50 ml konzentrierter Salzsiure RS be-
findet, Beim anschliessenden Betrachten im Tageslicht diirfen 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 miissen den Anforderungen der Grenzreaktion
a II entsprechen,

9. Chlorid: 2 ml S I miissen den Anforderungen der Grenzreaktion A II
entsprechen,

10, Sulfat: 2 ml S I miissen den Anforderungen der Grenzreaktion a II
entsprechen,

11, Feuchtigkeitsgehalt: Hochstens 0,5 %, bestimmt mit 0,3 g durch Trock-
nen wihrend 6 Stunden bei 60° im Vakuum iber Phosphorpentoxyd.

12. Verbrennungsriickstand: Unwiigbar, bestimmt mit 15 ml S II nach Ver-
dampfen des Losungsmittels,

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 gelost. Nach Zusatz von 3 m! Essigsiureanhydrid und 3 Tropfen Kris-
tallviolett RS wird mit 0,05 N-Perchlorsidure in Eisessig bis zum Farbumschlag
von Reinblau nach Griinstichigblau titriert (Mikrobiirette).

1 ml 0,05 N-Perchlorsiure entspricht 30,45 mg C33H4009N2

Aufbewahrung: Vor Licht besonders geschiitzt in gut verschlossenem Be-
hélter,

Antimikrobielle Behandlung von Losungen: Keimfiltration.

Maximaldosen (Vorschlag):

Dosis maxima simplex 1 mg
Dosis maxima pro die 2 mg
Venenum

Gebrauchsdosen (Vorschlag):

0,1 - 1 mg 1 - 4 mal téglich
Loslichkeit: In Wasser praktisch unlslich; sehr schwer 16slich in Aether
und Petrolaether; 1 T. 16st sich in 2000 T, Aethanol 94 %, 400 T. Methanol,
40 T. Azeton, 6 T. Chloroform.

Verinderlichkeit: Dunkelt am Licht nach, besonders rasch in Ldsungen,

Inkompatibilitidten: Alkalisch reagierende Stoffe (Zersetzung); S#uren (Ver-
farbung),

Phantasjenamen: Eskaserp®, Raused®, Reserpoid®, Rivasin®, Sa.ndri1®,
e B ST ® ®

Sedaraupin &) Serfin %, Serpasil
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(C33H3505N5)y + C4Hg0q

Ergotamine Tartrate

Ergotamini Tartras
Ergotaminium tartaricum

Gynergen® (Sandoz).

Ergotamini Tartras

-+ 2 CH,OH
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Ergotaminium tartaricum

.2 CH3OH

T 20
CH; £ C4H,0/

_p

Mol. -Gew, 1378

3

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

Spezialpridparat

Vorkommen

Ergotamin ist ein Alkaloid des Mutterkorns, der iberwinternden Dauerform
des auf Gramineen, besonders auf Roggen vorkommenden Pilzes Claviceps pur-
purea Tulasne, Der Pilz bildet gegen die Erntezeit hin, an Stelle der Getreide-
korner, hornformige, dunkelviolette Gebilde, die Sklerotien, die gesammelt wer-
den und die Droge des Handels (= Secale cornutum) darstellen,

Von den bis heute bekannten 12 Mutterkornalkaloiden bilden immer 2 ein
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stereomeres Paar. Als Grundkdrper enthalten sie Lysergsiure oder die stereo-
mere Isolysergsiure, die, wahrscheinlich iiber eine enolische Zwischenstufe,
ineinander iibergehen kdnnen. Der Lysergsdure- bzw. Isolysergsiurerest ist siu-
reamidartig entweder an einen Aminoalkohol (wasserlésliche Alkaloide) oder an
einen Polypeptidrest (wasserunltsliche 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~
sergsiure verbundenen Aminosiure. Der Polypeptidrest des Ergotamins setzt sich
aus ¢ -Aminobrenztraubensiure, 1-Phenylalanin und 1-Prolin zusammen.

Mutterkorn aus Zentraleuropa enthilt als Hauptalkaloid Ergotamin, wihrend
im Mutterkorn anderer Provenienzen (Spanien, Russland) die Alkaloide der Ergo-
toxingruppe enthalten sind. In ungarischer oder bulgarischer Droge konnen 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

Wasserunlosliche Alkaloide

1, Ergotamingruppe
Ergotamin «——> Ergotaminin C33H3505N5

Ergosin «——> Ergosinin C3 0H3705N5

2, Ergotoxingruppe

Ergokristin «—— Ergokristinin C35H3905N5
Ergokryptin «~——> Ergokryptinin C32H4105N5
Ergocornin «——* Ergocorninin C31H3905N5

Wasserlosliche Alkaloide

3. Ergometringruppe
Ergometrin «——" Ergometrinin C19}12302N3
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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) verdffentlicht. Bei der von Stoll
(114, 115) angegebenen Darstellungsweise handelt es sich um eine "schonende
Extraktion", d.h. das Alkaloid wird bis zur fast vollstindigen Abtrennung von
1oslichen Begleitstoffen unter dem Schutze der amphoteren Zellsubstanz belassen
und dann mit einem indifferenten Losungsmittel extrahiert. Es wird dabei wie
folgt vorgegangen:

Das grob gemahlene Mutterkorn wird mit einer wissrigen Losung von Alu-
miniumsulfat sorgfiltiz gemischt und darauf fein gemahlen, Dann wird mit Ben-
7ol befeuchtet und im Perkolator mit Benzol extrahiert, bis eine Probe beim Ab-
campfen nur noch kleinste Spuren eines Riickstandes hinterlisst. Letzterer soll
beim Aufnehmen in Eisessig, welcher Spuren von Ferrichlorid enthilt, beim Un-
terschichten bzw. Mischen mit konzentrierter Schwefelséure keine oder nur eine
schwache kornblumenblaue Farbreaktion zeigen, was beweist, dass das Ergotamin
bei der Vorextraktion in der angesiuerten Droge zurlickgehalten wird. Hierauf
rilhrt 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 wischt mit Benzol in kleinen Anteilen nach, bis eine ab-
gedampfte Probe des Filtrates die Keller'sche Farbreaktion mit eisenchloridhal-
tigem Eisessig und Schwefelsiure nicht mehr zeigt, Der so gewonnene Extrakt
wird nun bei niedriger Temperatur eingeengt, wobei sich die Hauptmenge des
Alkaloides grisstenteils in kristalliner, fast farbloser Form abscheidet. Aus der
Benzol-Mutterlauge kann mit Petrolither eine weniger reine Fraktion ausgefillt
werden. Die im Vakuum getrocknete Rohbase wird in Azeton geldst, und die L5~
sung von kleinen Mengen unléslicher Flocken, die bei der Extraktion gebildetes
Ergotaminin enthalten kénnen, abfiltriert. Nach Zusatz von 10 % Wasser schei-
det sich die Ergotaminbase in stark lichtbrechenden Prismen, enthaltend 2 Mol
Azeton und 2 Mol Wasser als Kristallosungsmittel, ab. Zur weiteren Reinigung
wird die Alkaloidbase nochmals aus 90 %igem Azeton umkristallisert.

Nach D.R.P., 627 027 (1936) kann Ergotamin auch auf chromatographischem
Wege aus Mutterkornausziigen erhalten werden:

Ein aus Mutterkorn hergestellter Ergotamin-haltiger Benzolextrakt wird
durch eine mit Benzol getridnkte Adsorptionssiule, welche aus feinst gepulvertem,
trockenem Milchzucker besteht, geschickt, Beim Eluieren mit Benzol erhilt man
zuerst eine alkaloidireie, Olhaltige Losung, dann folgt eine Ldsung mit Spuren
von Ergotaminin, Die dann folgende Hauptalkaloidfraktion enthilt 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-Weinsiure fein verrieben und unter kurzem Aufkochen in 80 %-
igem Methanol gelost, Beim Erkalten kristallisiert das Ergotamintartrat, welches
2 Mol Methanol als Kristallosungsmittel enthilt, in dicken, rhombischen Tafeln
aus,
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b) Durch Synthese

Nachdem Lysergsdure bereits 1954 synthetisch hergestellt werden konnte
(116), gelangen Hofmann und Mitarbeitern (117) 1961 die Synthese des Peptid-
teiles, weshalb Ergotamin kiinftig auch durch Totalsynthese zugénglich sein wird,

Fiir die Darstellung von Lysergsidure wird folgender Syntheseweg eingeschla-
gen:

N-Benzoyl-3-~ ([3 -carboxyaethyl)~-dihydroindol (I} wird durch Umsetzen mit
Thionylchlorid in das S#urechlorid ibergefiihrt, und letzteres mittels Aluminium-
chlorid cyclisiert. Bromierung des entstandenen tricyclischen Ketons (II) ergibt
das Monobromketon, welches durch Reaktion mit Methylaminoazeton-aethylen-ke-
tal in Benzol in ein Ketal-Keton (III) umgewandelt wird, Durch saure Hydrolyse
wird das Diketon erhalten, dieses liefert durch Behandeln mit Natriummethylat
9-keto-T-methyl-4, 5, 5a, 6, 6a, 7, 8, 9-octahydroindolo- [4, 3-fg] -quinolin, ein tetra-
cyclisches ungesittigtes Keton (IV), Die sekundire 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) ibergefiihrt. Durch Behandeln des Nitrils mit Methylalko-
hol in Schwefelsiure wird der entsprechende Ester erhalten, welcher mittels al-
kalischer Hydrolyse in 2, 3-Dihydrolysergsiure umgewandelt wird (VI). Dehydrie-~
rung dieser Dihydrolysergsdure unter Verwendung von inaktiviertem Raney-Nickel
%n I\Iv)ﬁssriger Losung bei Gegenwart von Natriumarsenat filhrt zu dl-Lysergsiure
vo).

Hoog 1 50Cl o 53

CH, 2. AlCl3 1. Br
i —L 2 3G~
CH 2 o
2 . N-CH,
CgH,OC-N HgC5OC-N QA
HyC”™ “CH,
I I ' HgC50C~N
NHCH, H6C5
1
1. (CH4C0),0
1. Saure Hydrolyse N—CH;s 9. NaBH4 ‘CHS
2. CH30Na 3 SOCl
4, NaCN
o= c CH,
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COOH COOH
l g
1. CHSOH/sto4 N—CH; Raney Ni @w GN—CH
2. NaOH ; H,0/Na,HA O, - Yy
H-N H-N
VI v

Die von Hofmann und Mitarbeitern (117) veroffentlichte Synthese des Pep-
tidteils ist die folgende:

Durch Acylierung von L-Phenylalanyl-L-prolin-lactam (II) mit d,1-Methyl-
benzyloxy-malonsiurehalbester-chlorid (I) werden zwei diastereo-isomere Acylie-
rungsprodukte erhalten, die nach hydrogenolytischer Spaltung der Benzyloxy-Grup-
pe spontan cyclisieren (m a/b) und sich durch fraktionierte Kristallisation trennen
lassen, Durch Verseifen der Aethylester-Gruppierung der Verbindung IIa (Smp.
135 - 1369) wird die entsprechende Siure (IV) erhalten und deren Natriumsalz
hergestellt, Umsetzen des Natriumsalzes mit Oxalylchlorid fiihrt zum entsprechen-
den Sdurechlorid (V), welches mit Natriumazid in das Siureazid (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 Losung, mit Palladium als Katalysator, als
Hydrochlorid (VII) erhalten wird,

Verkniipfung des Peptidteils mit Lysergsiurechlorid-hydrochlorid, durchge-
fihrt in Chloroform mit Tributylamin, liefert synthetisches Ergotamin.

ICH3 o N Acylierung C2 Hsooc
H C H CO\ /OCH2C6 5 + HNﬁ’\'/L Cychs1erung l l’
(&)

coci CH,CgH CHZC oHs

I a I a/b
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Verselfen ooc CH3 OH 1. Ueberfiihren in Na-8alz j0c Cﬁg OH
j//_-N - j//_—\l/ :N:

2. Umsetzen mit Oxalylchlorid
o N\/ko

CHzce 5
v v

NaN N oc Curtius'scher HzCgCH,00C- H
3 3 Abbau YL

in Benzylalkohol

CH2C6H5
VI v
® CH30
Hy/Pd _ HyN \E'_ o
CHz0H / HCl 0
CH,CgHg
VIO

Mogliche Verunreinigungen

Andere, vornehmlich wasserunlésliche Mutterkornalkaloide, besonders Ergo-
taminin; Lysergsdure, Isolysergsiure; Natrium, Aluminium, Palladium, Arsen,
Chlorid, Bromid, Cyanid, Sulfat; Organische Losungsmittel.
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Sinnenpriifuzg

Vier der fiinf untersuchten Muster lagen als feine kristalline Pulver vor,
wovon drei Muster leicht graustichig gefirbt waren, und ein Muster ziemliche
Gelbfirbung aufwies. Ein weiteres Muster war etwas grober kristallin und von
ganz schwach gelblicher Firbung, Sidmtliche 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 gefidrbt war, ist u,E. eine schwa-
che Firbung zuzulassen. Die Forderung fiir den Pharmakoptetext soll lauten:

"Farblose Kristalle oder weisses bis gelblich- oder graustichig weisses
kristallines Pulver ohne wahrnehmbaren Geruch."

Identitétspriifungen

Stammldsung : Wissrige Losungen von Ergotamintartrat zersetzen sich
sehr rasch, da sich die Base infolge Hydrolyse aus der Losung abscheidet.
Klare und haltbare Ldsungen konnen nur durch Zusatz von Weinsdure erhalten
werden. Wir fiihrten einige Identitdtspriifungen sowie eine Reinheitspriifung mit
der mittels Weins#dure stabilisierten wissrigen LOsung von Ergotamintartrat aus,
die wir als Stammlésung S I bezeichnen und wie folgt erhalten:

"Eine moglichst feine Verreibung von 10 mg Substanz und 5 mg Wein-
sdure muss sich in 2 ml Wasser unter Schiitteln binnen weniger Minu-
ten vollig 1osen, "
Zur Bestimmung der spezifischen Drehung diente uns eine Losung der Ergotamin-
base in Chloroform. Da diese Losung noch zu einer Identitétspriifung verwendet
wird, bezeichnen wir sie als Stammlésung S II (Herstellung unter Reinheitsprii-
fungen, S. 206).

Nachweis der Ergotaminbase:

Farbreaktionen: Die fiir Ergotamintartrat angewandten Farbreaktionen sind
nicht spezifisch, sondern als Reaktionen der Lysergsdure bzw. Dihydrolyserg-
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sHure allen Mutterkornalkaloiden gemeinsam.

Sidmtliche Monographien lassen die Reaktion nach Keller (Farbreaktion mit
Ferrichlorid-haltigem Eisessig und konzentrierter Schwefelsiure) in verschiede-
nen Modifikationen ausfiithren, USP XVI, Brit.Ph.1958, Ph.Int.1955 und NNR
1941 16sen 1 mg Ergotamintartrat in der Mischung von 5 ml Eisessig und 5 ml
Essigester und versetzen 1 ml dieser Mischung unter Schiitteln und Kiihlen mit
1 ml konzentrierter Schwefelsdure, die dabei entstandene rotstichig blaue Fir-
bung wird nach Zusatz einer verdiinnten Ferrichloridldsung nach Blau verstirkt.
Der Priifungsvorschlag SANDOZ fiihrt diese Priifung als Ringreaktion durch. Hier-
zu wird eine Spur Ergotamintartrat in Ferrichlorid-haltigem Eisessig gelost und
die Losung mit konzentrierter Schwefelsiiure unterschichtet. In der Grenzzone
beider Schichten entsteht ein blauer Ring und beim Mischen der Schichten eine
intensive Blaufdrbung der Losung. Ph,Belg,IV lisst ebenfalls mit einer Ringreak-
tion priifen, verwendet aber zur Ldsung der Substanz eine Mischung von Eisessig
und Essigester.

Wir fiihrten die Reaktion nach genannten Vorschriften aus, geben aber der
von Ph.Helv.V zur Priifung der Secale-Priparate angewandten modifizierten Kel-
ler-Reaktion, wie sie auch schon von Butz (118) empfohlen wurde, den Vorzug.
Anstelle von konzentrierter Schwefelsdure wird von der Ph.Helv.V konzentrierte
Phosphorsiure verwendet, um zu verhindern, dass sich die Mischung anfinglich
erwidrmt, 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 Stammlésung S I mit 1 ml konzentrierter Essigséure
RS, 1 Tropfen Ferrichlorid RS und 1 ml konzentrierter Phosphorséure
RS vermischt, und die Mischung in ein Wasserbad von 80° gebracht, so
entsteht binnen einiger Minuten eine bestindige blauviolette Firbung."

Die blauviolette Firbung wurde von allen gepriiften Mustern erhalten.

Als weitere Identitiitspriifung filhren die Monographien die Farbreaktion nach
Van Urk (119) an, welche darauf beruht, dass Mutterkornalkaloide mit p-Dime-
thylaminobenzaldehyd in Schwefelsdure eine intensive kornblumenblaue Fédrbung
ergeben, Nach Allport und Cocking (120) wird dem Reagens mit Vorteil eine
geringe Menge Ferrichlorid zugesetzt, welches bewirkt, dass die Firbung sofort
entsteht, Wir empfehlen, auch diese Farbreaktion, die von allen Mustern im po-
sitiven Sinne erhalten wurde, in die Pharmakopde aufzunehmen und formulieren
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sie wie folgt:

"Werden 3 Tropfen der Stammldsung S I mit 1 ml Wasser und 1 ml Dime-
thylaminobenzaldehyd RS vermischt, so tritt eine dunkelkornblumenblaue
Firbung 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 Riickstand in
Azeton geldst, 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 Reinheitspriifung 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 ( Schwirzung bei 1740
und Zersetzung unter Gasentwicklung bei 1860 (korr.) ) sehen wir von dessen
Bestimmung ab. Wir lassen die viel empfindlichere papierchromatographische
Reinheitspriifung vornehmen, weshalb die Azetonkristallisation in unserem Vor-
schlag nur als Identitiitsreaktion betrachtet werden soll.

Nach Butz (118) ist es oft schwierig mit beschriebenem Vorgehen Kristal-
le zu erhalten, insbesondere, wenn die Chloroform-Lsung lingere Zeit mit der
Luft in Beriihrung gekommen ist, Er schligt deshalb vor, auf dem Objekttriger
zu kristallisieren und aus Oekonomiegriinden die zur Bestimmung der spezifischen
Drehung hergestellte Losung der Base in Chloroform zu verwenden. Wir iiber-
priiften den Vorschlag und fanden ihn fiir Pharmakopdezwecke 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 Priizisierung der weiter oben angefiihrten unspezifischen
Farbreaktionen in die Pharmakopde aufzunehmen. Die Formulierung soll lauten:

"5 Tropfen der Stammlosung S II werden auf einem Objekttriger verdun-
stet und der Riickstand wihrend 24 Stunden im Vakuum-Exsikkator ge-
trocknet. Hierauf wird mit 4 Tropfen einer Mischung von 16 Volumen-
teilen Azeton + 1 Volumenteil Wasser gelost und wieder verdunstet. Un-

ter dem Mikroskop betrachtet sind die fiir Ergotamin charakteristischen,
stark lichtbrechenden rhombischen Prismen sichtbar."
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Alkaloidfdllungs-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 gelost und tropfenweise mit 5 ml Ammoniumreineckat RS versetzt.
Es entsteht eine olige Triibung, die sich nach ca. 1 Stunde als kristalli-
ner Niederschlag abscheidet. Die rotlichen Kristalle werden abgenutscht,
mit 20 ml Wasser gewaschen und im Schwefelsdure-Exsikkator getrock-
net, "
Die Kristalle firben 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 geldst und tropfenweise mit 2 ml Pikrinsiure RS versetzt. Die

entstandene Triibung setzt sich nach einigem Stehen in Form eines kris-

tallinen Niederschlages ab, welcher abgenutscht, mit 20 ml Wasser ge-

waschen und im Schwefelsiure-Exsikkator getrocknet wird. "

Die gelben Kristalle zeigen bereits bei 160° leichte Graufdrbung, bei ca.

175° tritt Schwarzfirbung auf, Das Schmelzintervall, welches zwischen 193 und
196° (unkorr.) bzw. 197,8 und 201,0o (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 geldst. Dann werden 2 ml Wasser und tropfenweise 1 ml
Kalignost RS zugefiigt. Es entsteht sofort eine Triibung, 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-
lost. Die durch tropfenweises Zusetzen von ca. 5 ml Wasser erhaltenen
Kristallnadeln werden nach dem Absaugen und Waschen mit wenig Wasser
im Schwefelsiure-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 fdrben sich bei etwa 140° grau und schmelzen unter Schwarz-
firbung. Wir stellten fest, dass die Schmelztemperatur von der Art des Erhit-
zens abhingig 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

aufs:
Handelsmuster Schmelztemperatur
unkorr, Wert korr., Wert
I 151,5 - 153,5° 154,3 - 156,4°
i 151,0 - 153,2° 153,7 - 156,0°
m 150,8 - 153,0° 153,5 - 155,8°
v 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 Identititsnachweis in die Pharmakopte aufgenommen zu
werden, obschon auch dieses Derivat unter Zersetzung schmilzt, Wir schlagen

ein Schmelzintervall von 153 - 157° (korr.) vor.

Papierchromatographische Priifung:

a) Bisherige Untersuchungen

Zur Trennung und Identifizierung komplizierter Stoffgemische, wie sie aus
Secale 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 herbeizufiihren. Auch wurde die Papierchromatographie hiufiger zur Tren-
nung von mengenmissig gleichen Substanzgemischen, sowie zum Nachweis von
einzelnen Alkaloiden in Drogen verschiedener Provenienz und seltener im Sinne
von eigentlichen Reinheitspriifungen angewendet. Die Trennung der wasserldslichen
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 wasserunloslichen Alkaloiden,
die an der Losungsmittelfront erschienen, Im gleichen System erreichten Soffel
und Rochelmeyer (122) die Trennung von Ergometrin, Ergometrinin sowie
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der Abbauprodukte Lysergsiure, Ergin und ihrer Isomeren, wobei auch die Tech-
nik des Rundfilterchromatogramms angewendet werden konnte. Nach Macek und
Mitarbeitern (123) kénnen mit Formamid als stationirer und Chloroform als mo-
biler Phase alle natiirlichen wasserldslichen Alkaloide aufgetrennt werden. Wesent-
lich schwieriger gestaltete sich die Trennung der wasserunlSslichen Alkaloide,be-
sonders der sich strukturell nahestehenden Alkaloide der Ergotoxingruppe. An mit
sauren Pufferlosungen 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 Abhingigkeit des Rf-Wertes vom pH-Wert unter Verwendung von mit
Zitrat-Phosphat gepufferten Papieren und Chloroform oder Aether mit Wasser ge-
siittigt 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 gesiittigt.
Thielman, Lang und Kaiser (127) trennten Ergotamin und die Ergotoxin-
gruppe, welche sich beziiglich des Ri-Wertes (0,71) nicht unterscheiden, von Er-
gometrin (Ri-Wert = 0,58). Die Autoren verwendeten o-Ameisensiureithylester-
Spiritus dilutus-Isobutanol (5:9:2) als mobile Phase. Von der Moglichkeit, die
wasserunldslichen Alkaloide nach ihrer Hydrolyse auf Grund der frei gewordenen
Aminosiuren zu identifizieren, machten Fuchs und P6hm (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 imprignierten das Papier mit Silikon
und chromatographierten mit der gesittigten wissrigen Phase mehrerer Elutions-
fliissigkeiten, wobei die wissrige Phase des Butanol-Eisessig-Wasser-Systems
(4:1:5) und die der Butanol-Pufferldsung vom pH = 3 (Phosphat-Zitronensiure-
Puffer Mac Ilvaine (130) ) die besten Trennungen ergaben, Die angefiihrten 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 dazugehorigen Isome-
ren ist nach der Methode von Stoll und Riiegger (131) moglich. Die Autoren
arbeiteten mit Formamid-Wasser-Gemischen verschiedener Zusammensetzung an
mit Dimethylphtalat imprignierten Papieren. Der glinstigste pH-Bereich und die
Zusammensetzung der mobilen Phase ist fiir 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 Priifungsvorschrift der Firma SANDOZ (132) erfolgt
die papierchromatographische Priifung von Ergotamintartrat auf Alkaloide der Er-
gotamingruppe im Prinzip nach Stoll und Rilegger (131). Zur Priifung auf Al-
kaloide der Ergotoxingruppe, bzw. der rechtsdrehenden Isomeren, sowie auf Ergo-
metrin und Ergometrinin wird 25%iges Formamid mit Zusatz von 1% Benzoe-
sHure als stationire und peroxydfreier Aether, gesittigt mit Formamid, als mo-
bile Phase verwendet. Schindler und Biirgin (133) beschreiben die Trennung
der wasserunldslichen Mutterkornalkaloide durch zweidimensionale Papierchroma-
tographie, Die Autoren verwenden fiir die erste Dimension Ameisensidure als sta-
bile und Chloroform als mobile Phase, in der 2, Dimension dienen entsprechend
der Methode nach Stoll und Riiegger (131) Dimethylphtalat als stabile, und
ein Formamid-Wasser-Gemisch von bestimmtem pH-Wert und bestimmter Puffer-
kapazitit als mobile Phase, Schumacher (29) trennte die Ergotamingruppe
unter Verwendung der mobilen Phase Wasser-Toluol mit Isobutanol gesittigt bei
einem pH-Wert von 4,4. Zur Erhaltung runder Flecken wurden der mobilen Phase
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noch 3 % Glyzerin zugefiigt. Die Rf-Werte betragen fiir 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 gesittigtes Wasser 20 Teile und destilliertes Wasser
40 Teile. Eine Umlagerung war nur bei Ergotamin und Ergotaminin festzustellen.
Grosse Verbreitung fanden Systeme mit Formamid als stationire Phase. P6hm
und Fuchs (134) imprignierten das Papier mit Formamid, welches 4% Benzoe-
sdure enthielt, und benutzten als mobile Phase eine Mischung aus Tetrachlorkoh-
lenstoff, Chloroform und Benzol (7:2:1). Aus einem Gemisch sémtlicher 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 stationire und Benzol oder Benzol-Chloroform (8:2) als mobile Phase.
Die Trennung von Ergocornin und Ergokristin, welche den Autoren nicht gelang,
erreichten spiter Macek und Vanecek (136) mit der mobilen Phase Benzol-
Benzin (6:4). Mit Formamid als stationidrer und Benzol als mobiler Phase arbei-
teten Soffel und Rochelmeyer (122) in ihren Wertbestimmungen von Secale
cornutum Stada, sowie Kolsek (137) und Biichi und Mitarbeiter (138). Durch
Kombination der aufsteigenden und absteigenden Arbeitstechnik und verschiedener
Losungsmittelsysteme 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, sidmtliche Mutterkornalkaloide einwandfrei
aufzutrennen, vielmehr schien uns ein Verfahren, welches die Trennung des zu
untersuchenden Ergotamintartrats von seinen Nebenalkaloiden gestattet, dem
Zwecke einer Identitits- und Reinheitspriifung fiir das genannte Alkaloidsalz zu
entsprechen. Wir iberpriiften das von Macek (135) vorgeschlagene Verfahren,
welches mit Formamid als stationirer und Benzol als mobiler Phase arbeitet
und von anderen Autoren zur Trennung einiger wasserunloslicher Mutterkornalka-
loide' mit Erfolg verwendet wurde (122 ,138). Im weiteren arbeiteten wir mit den
Losungsmittelgemischen Benzol-Chloroform 1:1 und Benzol-Benzin 6:4 und legten
dabei nachstehende Versuchsbedingungen zu Grunde:

Apparatur: Das von der Ph,Helv.V, Suppl.II, beschriebene Chromato-
graphiergefiss zur absteigenden Papierchromatographie wurde durch Um-
kleiden mit schwarzem Papier fiir Licht vollstindig undurchlissig ge-

macht und vor Gebrauch mit der maobilen Phase wihrend 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
wihrend 10 Minuten in einem dicht verschlossenen Gefiss in eine Mi-
schung von 40 Vol,T. Formamid und 60 Vol.T. Aethanol 94 % einge-
taucht, zur Entfernung des {iberschiissigen Impréignierungsmittels zwi-
schen Filtrierpapier leicht ausgepresst und wihrend 15 Minuten bei Zim-
mertemperatur zum Trocknen aufgehiingt, Die Chromatographierpapiere
wurden sodann sofort mit den Substanzen beschickt,

Auftragen der Substanzen: Im Abstand von jeweils 3 ecm wurden frisch
bereitete Losungen der Alkaloide bzw. der Alkaloidsalze in einem Ge-
misch gleicher Vol.T. Methylalkohol und Methylenchlorid punkt- bzw,
streifenformig auf die Startlinie aufgetragen. Das Herstellen sowie das
Auftragen der LOsungen erfolgte vor Licht geschiitzt.

Entwickeln der Papiere: Die mit den Substanzen beschickten Papiere
wurden ohne Vorhingezeit mit der mobilen Phase (Benzol, Benzol-Chlo-
roform 1:1, Benzol-Benzin 6:4) nach dem absteigenden Verfahren ent-
wickelt. In 312 - 4 Stunden wandert die Ldsungsmittelfront ca. 30 cm.

Sichtbarmachung dex 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 Firbungen zeigen, wurden die Chromatogramme vorher im
Trockenschrank bei 100° getrocknet,

Mit Ausnahme der rechtsdrehenden Alkaloide der Ergotoxingruppe wurden
sdmtliche nativen Mutterkornalkaloide in die Untersuchungen einbezogen. Wir gin-
gen dabei so vor, dass wir die Reinalkaloide bzw. Mischungen derselben in den
erwihnten 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 iiber die Startlinie hinaus. Verunreinigungen mit
wasserloslichen Alkaloiden sowie mit Lysergsdure, welche am Startpunkt zuriick-
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.
lingliche Flecken auf, die zur Berechnung der Rf-Werte ungiinstig sind.

Im System Benzol-Chloroform 1:1 ist die Wanderungsgeschwindigkeit der
Alkaloide grosser und die Alkaloide der Ergotamin- und der Ergotoxingruppe be-
finden sich hier in der unteren Hilfte des Chromatogramms, Das Verfahren,
welches eine bessere Trennung von Ergotamin und Ergosin gestattet, eignet sich
zum Nachweis von Verunreinigungen in Ergotamintartrat, mit der Einschrinkung,
dass diese nicht geniigend identifiziert werden konnen. Ergosinin, Ergotaminin,
sowie die Alkaloide der Ergotoxingruppe weisen beziiglich der Rf-Werte praktisch
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Abb. 13 Chromatogramm der Ergotamingruppe im System Formamid/Benzol-
Benzin 6 : 4

keine Unterschiede auf, die rechtsdrehenden Alkaloide der Ergotoxingruppe wan-
dern mit der Ldsungsmittelfront.

Die gilinstigsten Verteilungsergebnisse ergaben sich bei Verwendung von Ben-
zol als mobiler Phase, Neben der Auftrennung von Ergotamin und Ergosin ist
hier eine Aussage iiber die Identitit der anwesenden Alkaloide besser moglich,
Allfillige Verunreinigungen mit Alkaloiden der Ergotamingruppe konnen nicht nur
erkannt, sondern auch identifiziert werden, was fiir die Reinheitspriifung von Er-
gotamintartrat wichtig ist. Die wasserloslichen Alkaloide bleiben am Start, die
rechtsdrehenden Alkaloide der Ergotoxingruppe befinden sich unmittelbar vor der
Losungsmittelfront. In Tabelle 7 (s.Seite 200) sind sdmtliche 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 ibrigen Alkaloiden aus 3 - 5 Chroma-
togrammen, Die maximale Streuung betrigt } 0,03 Rf-Einheiten.

Nachdem sich das Trennvermdgen von Benzol bei mengenmissig gleichen
Substanzgemischen als hinreichend erwiesen hatte, iiberpriiften wir die Eignung
des Verfahrens als Reinheitspriifung im speziellen, Wir ermittelten zunichst,
welche maximale Alkaloidmenge sich ohne Nachteile (Aenderung der Rf-Werte,
Deformation der Alkaloidflecke durch unscharfe Umrandungen und Schwanzbildung)

gerade noch chromatographieren lisst. Unsere Untersuchungen ergaben, dass
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1 Q } 1 Ergotamin 0,57
2 O 12 Ergotaminin 0,89
3 Q 13 Ergosin 0,66
4 O %4 Ergosinin 0,90
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Abb. 14 Chromatogramm der Ergotamingruppe sowie eines Substanzgemisches
im System Formamid/Benzol-Chloroform 1:1
Gemisch A enthilt alle in Tabelle 6 aufgefiihrten Alkaloide.

l R¢-Wert
1 O '1 Ergotarmin 018
|
2 - | 2 Ergotaminin 060

3 O | 3 Ergosin o
|

4 O |l. Ergosinin 0.70
I
P OO OO :sff':siff:s;u?f

Abb. 15 Trennung der Ergotamingruppe im System Formamid/Benzol
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Abb, 16 Chromatogramm einiger Mutterkornalkaloide im System Formamid/Benzol

Tabelle 7 Rf-Werte einiger Mutterkornalkaloide

Rf-Werte
Alkaloid
Benzol Benzol-Benzin Benzol-Chloroform

6:4 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
Ergocornin 0,78 0,48 0,93
Ergobasin 0,00 0,00 0,00
Ergobasinin 0,00 0,02 0,04
Lysergsiure 0,00 0,00 0,00
Isolysergséure 0,00 0,00 0,00

sich beim Auftragen von 100 pug Ergotamintartrat, streifenférmig zwischen zwei
Punkten im Abstand von 3 cm keinerlei Mingel bemerkbar machen, wihrend bei
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punktformigem Auftragen von 50 ug bereits Schwanzbildung festzustellen war.
Grossere Mengen als 100 pug 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 priiffenden Alkaloides iiberhaupt 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 pg Ergotamintartrat noch 1 pg eines Fremdalkaloides (= 1 %) erkannt werden,
was ungefihr der Nachweisbarkeitsgrenze entspricht, welche nach den Literaturan-
gaben (29, 138) fiir die einzelnen Alkaloide zwischen 0,25 und 1 pg liegt. Eine
Ausnahme ist allerdings bei Ergosin zu verzeichnen. Der geringe Unterschied
der Rf-Werte von Ergotamin und Ergosin (0,08 Rf-Einheiten) verunmdoglicht eine
vollstindige Trennung mengenmissig sehr ungleicher Substanzgemische., Bei An-
wesenheit von Ergosin in 2,5 % ibersteigenden Mengen wird eine unmittelbar an
‘den Ergotamin-Fleck anschliessende blau leuchtende Zone sichtbar, Verunreini-
gungen von weniger als 2,5 % ko&nnen bereits nicht mehr abgetrennt werden.

Die Beobachtung von Biichi und Mitarbeitern (138), dass beim Auftragen
von 50 pug und mehr Ergotamin stets Ergotaminin-Flecke auftraten, konnten wir
bestitigen. Die Isomerisierung geht in den Alkaloidlésungen, welche auf die Start-
linie aufgetragen werden, sowie unter dem Einfluss der mobilen Phase wihrend
des Chromatographierens vor sich. Wie wir feststellten, entspricht die bei 100 ng
Ergotamintartrat auftretende Nebenfluoreszenz in der Intensitit etwa 1 pg Ergo-
taminin, Als Mass fiir unzulissiges Ergotaminin schreiben wir vor, dass in 20 ng
Ergotamintartrat kein Ergotaminin-Fleck sichtbar sein darf. Bei dieser Konzen-
tration liegt sekundir gebildetes Ergotaminin, wenn es 1 % nicht ibersteigt, 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 gepriift und konnten nur bei Muster IV, wel-
ches auch in anderer Hinsicht nicht befriedigte, unzulidssiges Ergotaminin nach-
weisen, Das rasch durchfilhrbare und dabei doch verhiltnismissig leistungsfihige
Verfahren erscheint uns fiir Pharmakopezwecke als besonders geeignet und wird
fiir Ergotamintartrat als weitere Identitits- sowie als Reinheitspriifung auf Neben-
alkaloide vorgeschlagen (s. Seite 223).
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Nachweis des SHureanteiles: Die Monographien, mit Ausnahme von Ph, Austr.

1960, verzichten auf diese Priifung, Genanntes Arzneibuch lisst eine wissrige
Losung von Ergotamintartrat mit 1 Tropfen Ferrichlorid versetzen, wobei die
Anwesenheit von Weinsidure an einer zitronengelben Firbung erkannt wird, Als
weitere Identitéitspriifung auf Weinsdure lisst Ph, Austr.1960 noch die Silberspie-
gel-Reaktion ausfiihren,

Wir iiberpriiften die uns bekannten Identititsreaktionen auf ihre Anwendbar-
keit fiir die vorliegende Substanz, da unser Arzneibuch bei jedem Salz auch die
Identitdt des Siureanteiles feststellen lisst,

Die fiir die Ph, Helv. VI vorgesehene Makro-Identitdtsreaktion auf Tartrate
ist nicht anwendbar, da bereits die Ergotaminbase mit konzentrierter Schwefel-
sdure eine Firbung zeigt, wodurch die Ringreaktion mit Beta-Naphtol gestort
wird.

Auch die Mikro-Identitdtsreaktion (16sen der Substanz in 1 Mikrotropfen 2 n
Essigsdure RS und Versetzen mit 1 Mikrotropfen 2 n Kaliumazetat RS) ist
nicht durchfithrbar, weil sich sofort ein volumindser, zusammenballender Nieder-
schlag bildet, wodurch die allmihlich entstehende kristalline Kaliumtartrat-Fil-
lung verdeckt wird. Wir modifizierten die speziell fiir den Artikel Ergonovinum
tartaricum ausgearbeitete Mikro-Identitétsreaktion des Vorschlags zur Ph.
Helv, VI fiir Ergotamintartrat wie folgt:

"Wird eine Spur der Substanz in 1 Mikrotropfen konz, Essigsdure RS
gelost und mit einem Mikrotropfen einer Mischung gleicher Volumenteile
30 %igen Wasserstoffsuperoxyds, 2 n Kaliumazetats RS und konz. Essig-
sdure RS versetzt, so wird die Mikro-Identititsreaktion auf Weinsiure
erhalten, "

Im Gegensatz zu Ergonovintartrat 16st sich Ergotamintartrat in der Mischung
von 1 Mikrotropfen 30 %igem Wasserstoffsuperoxyd, 1 Mikrotropfen 2 n-Kalium-
azetat RS und 1 Mikrotropfen 100 %iger Essigsiure nicht v5llig und muss daher
zuerst in 1 Mikrotropfen 100 %iger Essigsiure gelost werden.

Die gepriiften Muster ergaben alle positive Reaktion auf Weinsiure,
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Reinheitspriifungen

a) Physikalische und physikalisch-chemische Priifungen

Schmelztemperatur: In allen Arzneibiichern, ausser Ph,Int.1955, wird der

Schmelzpunkt von Ergotamintartrat bestimmt, obwohl ein eigentliches Schmelzin-

tervall nicht zu erkennen ist. Die Forderungen der Literatur lauten:

USP XVI ca. 180° unter Zersetzung (korr.)

Brit. Ph. 1958 Sintern: ca. 1870, Zersetzung ca. 192° (korr.)
Ph.Belg, IV Zersetzung ohne zu schmelzen: ca. 184°

Ph., Austr, 1960 nicht unter 185° (Zersetzung)

NNR 1941 Schwirzung: 177°, Zersetzung unter Gasentwick-

lung: 184° (korr.)

*
Vorschlag zum DAB 6 o
(146) 170 - 175° unter Zersetzung (unkorr,)

Vorschlag SANDOZ (147) 180 - 187° unspezifisch, unter Zersetzung (korr.)

* = Ergotaminhydrogentartrat.

Wir beobachteten bei ca. 165° Graufirbung, bei ca. 175° (unkorr.) Schwarz-
firbung der Substanz, die sich dann unter Zusammenschrumpfen zersetzt, ohne
dass eine Schmelze erreicht wird. Eine sichtbare Gasentwicklung konnten wir
nicht feststellen, Interessehalber nahmen wir die Bestimmung mit Muster I auch
auf dem elektrisch heizbaren Blockapparat vor, konnten aber ebenfalls nur Schwarz-
firbung und Schrumpfen der Kristalle bei 185° (korr.), jedoch kein Zusammen-
fliessen zu einer Schmelze wahrnehmen,

Da es sich um einen Zersetzungspunkt handelt, kénnen nur reproduzierbare
Werte erhalten werden, wenn beim Aufheizen immer die gleichen Bedingungen
vorliegen, Wir erhitzten nach Einbringen der Substanz in das Heizbad rasch auf
170° (korr.) und steigerten die Temperatur dann um 4° pro Minute,

Im folgenden geben wir die Temperatur an, bei welcher die Substanzmuster

sinterten (Zersetzungspunkt):
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Handelsmuster Zersetzungspunkt
unkorr. Wert korr. Wert
I 181,5° 185, 8°
I 182,2° 186,5°
m 179, 8° 184,0°
v 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 Pharmakopbe auf-
zunehmen, da sie zur raschen Unterscheidung von anderen Mutterkornalkaloiden
verwendet werden kann, Fiir den Pharmakopdetext sehen wir folgenden Wortlaut
vor:

"Die Substanz farbt sich schwarz bei ca. 178° (korr.) und sintert zwi-
schen 180 und 187° (korr.) ohne zu schmelzen, Bei der Bestimmung ist

moglichst rasch auf ca. 170° aufzuheizen und die Temperatur dann um
4° pro Minute zu steigern, "

Loslichkeit, Priifung auf unlgsliche und fdrbende Verunreinigungen: Eine
solche Priifung fiilhren nur Ph. Austr,1960 und der Vorschlag SANDOZ durch, wel-

che die mit Zusatz von Weinsiure hergestellte wissrige Losung auf klare Loslich-
keit priifen lassen, Die Losung soll farblos, bzw. farblos oder hochstens schwach
gelblich gefirbt sein,

Wir nahmen die Priifung bei Herstellung der Stammldsung S I vor. Unsere
Muster losten sich alle vollig klar auf, die Losungen von Muster I und II waren
farblos. Beim Vergleich mit den Farbvergleichslb'sungen Ph.Helv.V (Suppl. II)
stellten wir mit den {ibrigen Losungen folgende Firbungen fest:

Handelsmuster Farbvergleichslosung
Ph. Helv. V (Suppl. II)

113 =G
v =G
v =G
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Wir konnen fordern, dass die StammlSsung S I klar und farblos sein muss,
6 Bei Mus-
ter IV wies schon die Substanz eine unzuldssige Gelbfirbung auf, dieses Muster
entspricht daher bereits den Anforderungen der Sinnenpriifung nicht.

oder nicht stirker gelb gefiirbt sein darf als Farbvergleichslosung G

Reaktion: Diese Priifung wird von keiner der Monographien vorgenommen,
einzig der Vorschlag SANDOZ fordert, dass die Substanz gegen Lakmus neutral
bis schwach sauer reagieren soll. Die wissrige Stamml6sung S I kann fiir die
Priifung nicht verwendet werden, da sie Weins#ure enthilt., L&sungen ohne Zusatz
von Weinsdure trilben sich sofort und verunmoglichen den Gebrauch der Farbtabel-
le zum Suppl. II der Ph,Helv,V, Deshalb lassen wir ebenfalls mit Lakmuspapier
priifen und verlangen, dass eine Aufschiittelung von einigen mg Substanz in einigen
Tropfen Wasser blaues Lakmuspapier nur ganz schwach rétlich firben darf. Vier
der gepriiften Muster entsprachen dieser Forderung,

Spezifische Drehung: Die mit Zusatz von Weinsiure hergestellte wissrige

Losung kann fiir 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 Priiffung verzichtet - schiitteln eine mit Natriumkarbonat bzw., Natriumbikar-
bonat versetzte Suspension von Ergotamintartrat in Wasser mit Chloroform aus.
Die Konzentration der Ergotaminbase in der Chloroform-Ldsung wird auf verschie-
dene Weise ermitteit. USP XVI, Brit, Ph.1958 und Ph.Int, 1955 verdampfen einen
aliquoten Teil der Losung und wigen den Riickstand nach dem Trocknen im Vaku-
um bei 100°. Ph. Austr, 1960 sowie der Vorschlag zum DAB 6 titrieren die Chlo-
roform-Lssung mit 0,01 bzw. 0,05 N-Perchlorsidure in wasserfreiem Eisessig.
Der Vorschlag SANDOZ (147) nimmt keine Bestimmung der Ergotamin-Konzentra-
tion vor, sondern beriicksichtigt bei der Berechnung nur den Kristallésungsmittel-
Gehalt des Ergotamintartrates,

Die spezifische Drehung einer ca. 0,6 %igen Losung der Ergotaminbase in
Chloroform betrédgt nach den Literaturangaben:

USP XVI, Brit.Ph.1958, Ph. Int, 1955 20 _  rovie 1600
Vorschlag zum DAB 6 (146) [4]5 = -150 bis -160

Ph. Austr. 1960 [#] 12)0 -140 bis -160°

i}
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NNR 1941 [#]2° = -125 bis -155°
2
Vorschlag SANDOZ (147) [ot]DO = -155° (+ 59

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 iiber die Beschaffenheit des zu ver-
wendenden Chloroforms. Wie wir feststellten, muss dieses unbedingt frei von
Phosgen sein, da sonst fiir die Bestimmung unbrauchbare, dunkel gefirbte L&-
sungen resultieren, Nach unseren Erfahrungen ist es auch unerlisslich, die Kon-
zentration der Ergotaminbase in der Chloroform-I&sung zu bestimmen, da die
Ausschiittelung nicht ganz quantitativ verliuft. Als einfachste Methode hierzu
wihlten wir die Titration mit Perchlorsidure, welche wir in der Folge auch als
Gehaltsbestimmungs-Methode in Vorschlag bringen, Die fiir den Pharmakopsetext
vorgesehene Formulierung der Ausschiittelung und Bestimmung des Ergotaminba-
sen-Gehaltes lautet:

"Ca. 0,3 ungetrocknetes Ergotamintartrat werden an einem vor Licht
geschiitzten Orte in einem Scheidetrichter von 100 ml Inhalt nacheinan-
der mit 256 ml Wasser und 0,5 g Natriumkarbonat versetzt und jeweils
vorsichtig gemischt. Dann schiittelt man mit 10 ml Narkose-Chloroform
5 Minuten lang kriftig und filtriert den Chloroform-Auszug durch ein
mit Narkose-Chloroform benetztes Faltenfilter in einen Messkolben von
50 ml Inhalt. Die Ausschiittelung wird noch 8 mal mit je 5 ml Narkose-
Chloroform unter jeweiligem Schiitteln wihrend 1 Minute wiederholt. Die
durch das gleiche Faltenfilter filtrierten Ausziige werden im gleichen
Messkolben gesammell., Die mit Narkose-Chloroform auf 50 ml erginzte
Losung dient als Stammlbsung S II fiir die Priifungen 2 ¢ und 5, welche
sofort und unter Lichtschutz durchzufiihren sind,

Zur Bestimmung der Ergotamin-Konzentration werden 10,00 ml Stamm-
16sung § II mit 20 ml wasserfreier Essigsdure und 3 ml Essigsiurean-
hydrid versetzt. Unter Verwendung von 2 Tropfen Kristallviolett RS als
Indikator wird mit 0,05 N-Perchlorsiure bis zum Farbumschlag von
Reinblau nach Griinstichig-Blau titriert."

1 ml 0,05 N-Perchlorsiure entspricht 29,08 mg C33H3505N5

Die von uns ermittelten Werte fiir die spezifische Drehung der Ergotamin-

base betragen:
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Handelsmuster Spezifische Drehung
I -150, 04°
I -145, 84°
m -147,20°
v -135,70°
v -144, 55°

Die Bestimmung der spezifischen Drehung gilt als wertvolles Kriterium fiir
die Abwesenheit von Ergotaminin, da die beiden Isomeren ausgeprigte Drehungs-
unterschiede aufweisen. Nach Stoll (134) betrigt die spezifische Drehung des
Ergotaminins [a]f)o = +369°( 19

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 Reinheitspriifung konnten
wir - ausser bei Muster V - jedoch kein unzulissiges Ergotaminin nachweisen,

Wie es sich gezeigt hat, wird das Intervall von -150° bis -160° nicht von
allen sich im Handel befindlichen Mustern erfiillt, weshalb uns eine weniger
strenge Forderung berechtigt erscheint, Wie Ph, Austr, 1960 méchten auch wir
das Intervall fiir die spezifische Drehung der Ergotaminbase mit -140° bis -160°
festlegen,

Spektrophotometrie: Diese Priifung hat bisher noch in keine Monographie
Eingang gefunden und wird auch vom Vorschlag SANDOZ nicht durchgefiihrt.
Stoll und Schlientz (148) stellten fiir Ergotamin in Alkohol ein Absorptions-
maximum bei 318 mp fest. Biichi, Schumacher und Kapoor (138) be-

stimmten die Absorption von Ergotamin und Ergokristin in Methylenchlorid, sowie
von Ergometrin in Methylenchlorid + 5 % Methanol und fanden fiir alle drei Alka-
loide maximale Absorption bei 308 - 310 mp. Bayer (149) nahm die Bestimmung
in 1 %iger Weinsdure vor und fand fiir die verschiedenen Mutterkornalkaloide ein
Absorptionsmaximum bei 317 mp. Er hat die fiir die einzelnen Alkaloide erhalte-

nen Extinktionswerte auf Lysergsiure bezogen, wobei sich fiir simtliche Alkaloide
ein konstanter Wert (Ei‘(c%’m von Lysergsiure bei 317 mp = 273,5) ergab. Fiir die

Absorption im UV-Licht ist demnach der Lysergsidure-Teil des Molekiils massge-
bend,
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Es ist wohl anzunehmen, dass die bei der Isomerisierung entstehende Iso-
lysergsidure abweichende Absorption zeigt, weshalb die Bestimmung des Extink-
tionskoeffizienten auch als Reinheitspriifung fiir die therapeutisch verwendeten
Lysergsiurederivate herangezogen werden kann,

Im folgenden geben wir die uns aus der Literatur bekannten Extinktionswer-
te fiir Ergotamin bzw. Ergometrin des besseren Vergleichs wegen als spezifische
Extinktion der Lysergsiure an:

Literatur- _Ei;%m von Lysergsiure Maximum Losungsmittel
angabe
(148) 270,0 318 mp Alkohol
(138) 280,17 308-310 mp Methylenchlorid + 5 %
Methanol
(150) 298,6-303,3 312 mp Wasser
(*) 300,9 316-318 mp Weinsdure 1 %

Wir haben die Messungen in 1 %iger Weinsidure vorgenommen. Die mit Mus-
ter V aufgenommene Absorptionskurve (Abb., 17) zeigt ein Maximum bei 316 -
318 mp und ein Minimum bei 270 - 271 mp.

Fiir den Extinktionskoeffizienten Eic‘;n von Ergotamintartrat (bezogen auf
die Kristallosungsmittel-haltige Substanz) ergaben unsere Muster folgende Werte:

1% \
Handelsmuster E1 cm bei 316 - 318 mp

117,2
116,0
114,0
112,2
116,6

<22 g=HR"-

Die Werte von Muster I, @I und V stimmen gut liberein. Muster II enthilt einen
zu hohen Kristallosungsmittel-Gehalt und Muster IV entspricht den meisten For-
derungen nicht.

Wir schlagen vor, die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten als Identitdits-
und Reinheitspriifung in die Pharmakopde aufzunehmen, und in Anlehnung an die

erhaltenen Werte zu fordern, dass Ei?)m, bestimmt bei 316 - 318 mp mit einer

(*) Eigene Untersuchungen, bestimmt mit Muster I
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Abb. 17 UV-Spektrum von Ergotamintartrat in 1 %iger Weinsiure

0,005 %igen Losung der Substanz in 1 %iger Weinsédure, zwischen 114,9 und
118,4 liegen muss.

b) Chemische Reinheitspriifungen
Ausser der von einigen Monographien zur Priiffung auf fremde Substanzen
durchgefiihrten Azetonkristallisation, die wir schon weiter oben beschrieben haben,

sind uns keine Reinheitspriifungen bekannt geworden.
Wir haben unsere Muster auf Natrium und Chlorid gepriift und die Priifun-



- 210 -

gen auf konzentrierte Schwefelsdure und konzentrierte Salpetersidure firbende
Verunreinigungen vorgenommen, obwohl Ergotamintartrat mit genannten Siuren

bereits in der Kilte Firbungen zeigt.

Abwesenheit von Natrium: Diese Priifung, nach den Vorschlidgen zur Ph.

Helv, VI vorgenommen, fiel mit allen Mustern negativ aus. Fiir Pharmakopde-

zwecke kann darauf verzichtet werden.

Abwesenheit von Chlorid: Die Priifung wurde nach den Vorschligen zur Ph.
Helv, VI mit 1 ml Stammlésung S I ausgefiihrt. Da alle Muster der Grenzreaktion

a II entsprachen, wird die Forderung in diesem Sinne formuliert.

Priifung auf konzentrierte Schwefelsiure firbénde Verunreinigungen:

"10 mg Ergotamintartrat 16sen sich in 2 ml konzentrierter Schwefelsiure
RS mit gelbbrauner Farbe. Beim Erwirmen im siedenden Wasserbad
firbt sich die Losung liber Dunkelrot nach Rotbraun; nach 10 Minuten
hat sie eine bestéindige dunkelbraune Férbung angenommen. "

Es konnte ein deutlicher Unterschied zu Dihydroergotamin-methansulfonat
festgestellt werden, welches in gleicher Konzentration beim Erwirmen im Wasser-
bad eine rotviolette Farbe aufweist. )

Sidmtliche Muster zeigten die beschriebenen Firbungen. Diese Priifung kann
zur Erfassung von Verunreinigungen selbstverstindlich nicht in Betracht gezogen
werden, sondern wurde nur zur Unterscheidung von Dihydroergotamin-methan- -
sulfonat ausgefiihrt.

Abwesenheit von konzentrierte Salpetersiure firbenden Stoffen:

"10 mg Ergotamintartrat 16sen sich in 1 ml konzentrierter Salpetersiure
RS mit orange-gelber Farbe,"

Auch diese Priifung ist nicht durchfiihrbar.
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Quantitative Bestimmungen

a) Kristallosungsmittel-Gehalt

Ergotamintartrat kristallisiert je nach der Darstellungsweise mit wechseln~
den Mengen Kristallosungsmittel. Das davon volistindig befreite Salz weist gerin-
gere Stabilitdt auf und erfordert daher verschiirfte Aufbewahrungsvorschriften,

Die meisten Monographien machen keine Angabe iiber die Art des anwesen-
den Kristallosungsmittels, sondern limitieren lediglich dessen Maximalgehalt,
Nur Ph,Belg.IV und Ph,Int, 1955 erkliren das 2 Mol Methanol enthaltende Salz
als offizinell. Da auch die Firma SANDOZ das Salz mit 2 Mol Methanol herstellt,
mdochten wir diese Formel fiir unser Arzneibuch vorschlagen,

Zur Ermittlung des Kristallosungsmittel-Gehaltes werden von der Litera-
tur verschiedene Methoden angewandt:

Literaturangabe Methode Gehalt

USP XVI Trocknen im Vakuum bei maximal 5 %
60° wihrend 4 h

Brit. Ph, 1958 Trocknen bei 60° und 5 Torr maximal 5 %
wihrend 4 h

Ph. Int, 1955 Trocknen bei 100°

Ph. Austr, 1960 Trocknen bei Zimmertemperatur maximal 5 %
im Vakuum-Exsikkator

NNR 1941 Troocknen im Hochvakuum bei manchmal bis 8 %
105

Kc;r;chlag zum DAB 6 Trocknen bei 100° maximal 5 %

Vorschlag SANDOZ (147) Trocknen bei 100° und maximal maximal 5 %
1 Torr widhrend 5 h

Wir bestimmten den Kristallosungsmittel-Gehalt der vorliegenden Muster

nach 3 verschiedenen Methoden:

1. Trocknen im Hochvakuum bei 100° wihrend 5 Stunden

2, Trocknen im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd {viihrend 6 Stunden, Druck ca.
10 Torr, Temperatur ca. 95°

3. Trocknen im Trockenschrank bei 103 - 105° wihrend 6 Stunden.
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Mit einer Einwaage von 0,1 g ergaben sich die folgenden Resultate:

Handelsmuster . Kristallﬁsungsmittel-Gehalt
1. Methode 2. Methode 3. Methode

I 4,66 % 4,38 % 4,43 %
ig 5,53 % 5,25 %
m 8,20 %

v 4,34 % 4,29 % 4,23 %
v 2,86 % 2,81 % 2,76 %
VI 3,84 % 3,60 % 3,78 %

Die 1, Methode liefert die den wahren Verhiltnissen entsprechenden Werte,
da sich letzte Spuren Kristallosungsmittel nur im Hochvakuum entfernen lassen.
Der theoretische Gehalt fiir 2 Mol Methanol betrigt 4,65 %. Muster I entspricht
diesem Wert, wihrend Muster II und im besonderen Muster II zu hohe Gehalte
aufweisen. Muster I, II, Il und VI, welches uns noch nachtriglich fiir diese Be-
stimmung zur Verfiigung gestellt wurde, waren als 2 Mol Methanol enthaltende
Verbindungen deklariert. Bei Muster IV und V war uns das Kristallésungsmittel
nicht bekannt, Die Perchlorsidure-Titration der beiden letztgenannien Muster er-
gab zu hohe Resultate, und wir vermuten, dass der Mehrverbrauch an Perchlor-
sdure durch das Kristallosungsmittel bedingt war.

Mit der 2. und 3. Methode werden etwas tiefere, jedoch durchwegs brauch-
bare Werte erhalten, Da fiir Pharmakoptezwecke der Gebrauch der Hochvakuum-
pumpe nicht in Betracht kommt, schlagen wir vor, die Bestimmung mit der 2,
Methode (Trocknen im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd wihrend 6 Stunden bei ca.
95° und ca. 10 Torr) vorzunehmen,

Weil bei den quantitativen Bestimmungen das Molekulargewicht der Kristall-
16sungsmittel-haltigen Substanz beriicksichtigt 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 erfiillt wurde,
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b) Verbrennungsriickstand

Der Verbrennungsriickstand wird nur von Ph.Belg.IV und vom Vorschlag
zum DAB 6 bestimmt, welche fordern, dass dieser unwigbar sein, bzw. 0,1 %
betragen soll. Eine Angabe, wieviel Substanz fiir die Bestimmung zu verwenden
ist, fehlt. In Anbetracht auf den hohen Preis von Ergotamintartrat liegt es nahe,
auf die Bestimmung des Verbrennungsriickstandes zu verzichten. Wir machen je-
doch den Vorschlag, diesen nach Ermittlung des Kristallosungsmittel-Gehaltes mit
der bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Substanz auszufiihren, da letztere in-
folge geringer Verfirbung fiir andere Priifungen nicht mehr herangezogen werden
sollte, Bei simtlichen Mustern konnten wir keinen wigbaren Riickstand feststel-

len, weshalb die Forderung entsprechend formuliert wird.

¢) Gehaltsbestimmungen

In der Literatur finden wir fiir die Gehaltsbestimmung von Ergotamintartrat
die kolorimetrische Methode nach Van Urk, die Titration mit Perchlorsiure in
wasserfreiem Eisessig, sowie die Titration des Sdureanteiles mit Natronlauge,

In neueren Publikationen wird auch die UV-Spektrophotometrie empfohlen (138,
149). Nachstehend sind die Bestimmungsmethoden und Gehalts-Forderungen der
Monographien aufgefiihrt:

Literaturangabe Bestimmunsmethode Gehalts-Forderung
USP XVI Kolorimetrische Methode mind. 97%, bezogen auf
Brit. Ph, 1958 getr. Substanz
Ph. Austr. 1960 1. Perchlorsiure~Titration mind. 97 %
2. Kolorimetrische Methode El%m bei 630 mp = 79-
8 bezogen auf getr.
Substanz

Perchlorsiure-~Titration

Vorschlag zum DAB 6

(146)
Vorschlag SANDOZ 1. Kolorimetrische Methode
(147) 2, Titration des Sdurean-

teiles

Wir haben folgende Methoden untersucht:

mind. 97%, bezogen auf
getr. Substanz
mind., 97%

max, 105%, bezogen auf
getrocknete Substanz
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1, Kolorimetrische Bestimmung: Die Methode beruht darauf, dass Lyserg-

giurederivate mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in schwefelsaurer Losung einen
blauen Farbstoff bilden, welcher photometrisch bestimmt werden kann, Die Inten-
sitit der entstandenen Firbung wird unter anderem durch die Reinheit der Rea-
genzien, die Temperatur und die Lichteinwirkung beeinflusst. Die Genauigkeit des
Verfahrens kann erh6ht 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 fithrt die Bestimmung ohne Standard-
Substanz aus und ermittelt somit absolute Werte., Nach Soffel und Rochel-
meyer (122) ist die Farbintensitiit nach 15 Minuten konstant, und die Messung
sollte alsbald nach diesem Zeitpunkt vorgenommen werden, obwohl sich der Farb-
stoff iber mehrere Stunden hilt, Nach anderen Vorschriften soll 20 Minuten bzw.
1 Stunde lang im Tageslicht belichtet werden. Die Messungen werden bei verschie-
denen Wellenlingen vorgenommen, USP XVI lisst bei ca. 550 mp messen, Brit.
Ph. 1958 bei 540 - 560 mp, Ph,Austr,1960 bei 630 mp 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 mp,
ein Minimum bei 580 mp und ein zweites kleineres Maximum bei 630 mp.
Auf Grund des Kurvenverlaufs bestimmten wir die Extinktion bei 545 mp.
Als Vergleichssibstanz 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 Weinsiure
durch leichtes Erwirmen geldst, und die Losung nach dem Abkiihlen mit
1 %iger Weinsiure bis zur Marke aufgefiillt. In genau gleicher Weise
wird eine Losung von ca. 6,7 mg Ergobasin-hydrogenmaleinat Referenz-
Standard (genau gewogen) in 200 ml 1 %iger Weinsiure hergestellt.
Von beiden Ldsungen 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 blaugefirbten
Losungen in einem geeigneten Spektrophotometer bei einer Wellenlinge
von 545 mp und einer Schichtdicke von 1 cm gemessen, wobei man als
Vergleichslosung eine auf gleiche Weise belichtete Mischung von 2,00 ml

1 %iger Weinsdure 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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Abb. 18 Absorptionskurve des mit Ergotamintartrat gebildeten blauen Farbstoffes

E
G = — + G_ - 1,560
E ° ’
0
wobei bedeuten:
E = Extinktion der zu untersuchenden Ldsung
E0 = Extinktion der Standard-ILdsung
G0 = Einwaage der Standard-Substanz in mg

Der Faktor 1,560 ergibt sich aus dem Verhiltnis der Molukulargewichte
von Ergoatmintartrat zu Ergobasin-hydrogenmaleinat.

Fiir unsere Muster ergaben sich folgende Resultate:
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Handelsmuster Kolorimetrische Bestimmung
1 101,0 % 101,9 % 100,3 %
I 100,8 % 100,0 %
m 97,8 % 98,8 %
v 95,8 % 96,6 % 96,2 %
v 101,2 % 100,0 % 100,8 %

Die Genauigkeit der Methode wird in der Literatur mit ¥ 5 % bzw. ¥ 3 %
angegeben. Wir nahmen die Messungen mit dem Spektralphotometer Zeiss PMQ
IT vor und erhielten besser ibereinstimmende 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 Lysergsiure bestimmten wir mit
Ergobasin-hydrogenmaleinat Referenz-Standard SANDOZ und erhielten als Durch-

schnittswert bei 545 mp = 5,9 + 10°, bei 575 my = 5,2 - 10°, bei 630 my =

5,3 + 10°,

0800

0,600 -

0400 4

GOIMUITX g

0,200
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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 mochten wir der nachstehend beschriebenen Perchlorsiure-Titra-
tion, die mit einer géringeren Fehlerbreite arbeitet, den Vorzug geben,

2. Titration mit Perchlorsidure in Eisessig: Fiir die Aufnahme der Titra-
tionskurve lsten wir 0,3445 g ungetrocknetes Ergotamintartrat (/2 Milliiquiva-
lent) in 40 m] wasserfreiem Eisessig und titrierten nach Zusatz von 3 ml Essig-
sdureanhydrid und 3 Tropfen Kristallviolett RS mit 0,05 N-Perchlorséure in Eis-
essig, Zuerst ermittelten wir den Umschlagspunkt, indem wir die Farbe des In-
dikators beim griossten Potentialsprung beobachteten. Aus Abb. 20 ist die Titra-
tionskurve, sowie die Farbinderung des Indikators im Bereiche des Umschlags-

punktes nach Zusatz jeweils gleicher Volumenteile der Titrierfliissigkeit ersicht-
lich. Der Umschlag erfolgt von Reinblau nach Griinstichigblau (= Griinblau auf
Abb, 20). Fiir die ibrigen potentiometrischen und visuellen Titrationen l5sten wir
ca. 0,1 g ungetrocknete Substanz (genau gewogen) in 20 ml wasserfreiem Eises-
sig, fiigten 3 ml Essigsdureanhydrid und 3 Tropfen Kristallviolett RS zu und ti-
trierten bis zum ersten Farbumschlag nach Griinstichigblau.
1 ml 0,05 N-Perchlorsiure entspricht 34,45 mg (C33H3505N5)2° C4HgOq 2 CHyOH
Unsere Muster zeigten folgende Resultate (bezogen auf die 2 Mol Methanol
enthaltende Substanz):

Handelsmuster Titration mit 0,05 N-Perchlorsiure
visuell potentiometrisch
I 100,08 % 99,85 % 99,70 %
i 99,46 % 99,22 % 99,13 %
m 97,04 % 97,12 % 96,75 %
v 106,64 % 107,02 % 106,50 %
A 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-
chlorsiure (bezogen auf die im Hochvakuum getrocknete Substanz) ergab folgende
Werte:
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Abb, 20 Titrationskurve von Ergotamintartrat

Einwaage: 1/2 Milliquivalent  Potentialanstieg zwischen 8 ml und 12 ml
0,05 N-Perchlorsiure

Handelsmuster Titration mit 0,05 N-Perchlorsiure
1 99,95 %
u 100,20 %
m 100,19 %
v 99,98 %
\% 100,23 %

Muster IT weist einen viel zu hohen Kristallisungsmittel-Gehalt auf, weshalb die
mit der ungetrockneten Substanz erhaltenen Werte zu tief sind. Auch Muster II
entspricht nicht ganz dem geforderten Kristallosungsmittel-Gehalt. Bei Muster IV
und V scheint das Kristallbsungsmittel Perchlorsiure zu verbrauchen, denn wird
die Bestimmung mit der getrockneten Substanz ausgefiihrt, 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 lisst.

Die Titration mit Perchlorsidure eignet sich sehr gut zur Gehaltsbestimmung
von Ergotamintartrat, vorausgesetzt, dass Kristallosungsmittel ausgeschlossen
werden, die einen Mehrverbrauch an Perchlorsiure bedingen. Da jedoch das 2
Mol Methanol enthaltende Salz zur Aufnahme in die Pharmakopde empfohlen wird,
mochten wir diese Bestimmungsmethode vorschlagen und fordern, dass der Ge-
halt 98,0 - 101,0 % betragen soll, Als Erginzung dieser Bestimmung ist die
unter Physikalisch-chemische Reinheitspriifungen beschriebene UV-Spektrophoto-

metrische Untersuchung durchzufiihren.

3. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: Diese Bestimmungsmethode konnte

nur mit Muster I und Muster II vorgenommen werden, da von den ibrigen Mus-
tern nicht mehr geniligend Substanz zur Verfiigung stand., Zur Einwaage gelangten
jeweils ca. 0,1 g ungetrocknete Substanz (genau gewogen). Die Bestimmung wur-
de nach der im Allgemeinen Teil angegebenen Vorschrift ausgefiihrt und ergab
folgende Resultate:

Muster Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl
1 99,20 % 99,04 %
I 98,86 % 99,15 %

4. Titration des Weinsiure-Gehaltes: Fiir diese Bestimmung lésten wir

ca. 50 mg ungetrocknetes Ergotamintartrat (genau gewogen) in 10 ml Aethanol
70 % und titrierten mit 0,05 N-Natronlauge unter Verwenduné von 2 Tropfen
Kresolrot RS als Indikator bis zur schwachen Violettfdrbung.

1 ml 0,05 N-Natronlauge entspricht 34,45 mg (033H3505N5)2 . C4H606- 2 CH3OH
Die mit unseren Mustern erhaltenen Resultate lauten:
Handelsmuster Titration mit 0,05 N-Natronlauge

I 102,40 % 102,28 %

I 101,26 % 101,52 %

m 98,39 % 98,56 %

v 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 stSchiometrische Men~
ge Weinsdure enthalten kann, Wegen des hohen Molekulargewichtes des Basenan-
teils wirkt sich ein nur geringer Ueberschuss an Weinsdure auf das Resultat ge-
wichtig aus. Die Methode kann zur Gehaltsbestimmung von Ergotamintartrat nicht
befriedigen, da damit ohnehin nur der therapeutisch nebensichliche SHureanteil
erfasst wird.

Bemerkungen beziiglich der Aufbewahrung

Die Monographien geben fiir Ergotamintartrat unterschiedliche Aufbewahrungs-
vorschriften an. Nach Brit. Ph. 1958 und Ph, Int. 1955 soll die Substanz in einer
Stickstoffatmosphire im zugeschmolzenen RShrchen, vor Licht geschiitzt, aufbe-
wahrt werden, wihrend USP XVI, Ph. Austr. 1960, Ph.Belg.IV und der Vorschlag
zum DAB 6 nur Aufbewahrung in lichtresistenten, gut verschlossenen Behiltern
verlangen. Der Vorschlag SANDOZ schreibt vor, dass die Substanz vor Licht,
Sauerstoff und Feuchtigkeit geschiitzt, in luftdichten Behiltern 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 kiihlen Ort gelagert wird. Als besonderen
Lichtschutz schreiben wir das Einhiillen der Ampullen in schwarzes Papier vor.

Sterilisation von Ldsungen

Nach USP XVI und Brit. Ph. 1958 konnen wissrige Ldsungen von Ergotamin-
tartrat, die mit Weinsiure auf einen pH-Wert von ca. 3,5 eingestellt und unter
Stickstoff abgefiillt worden sind, durch Erhitzen auf 115 - 116° im Autoklav steri-

lisiert werden.

Vorschlige zur Dosierung

Fir die Angabe von Maximaldosen hielten wir uns an Ph, Austr,. 1960, Ge-
brauchsdosen entnahmen wir dem Prospekt des Handelspriparates Gynergen= .
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Ergotaminium tartaricum

Syn.: Ergotamini Tartras

Ergotamintartrat Tartrate d’ergotamine Tartrato di ergotamina

CH3 OH
o N

|
0=C—N__C=0
b

20
CHZ-Q + C4H,0," - 2CH,0H

(C33H35051\I$)2 * C 4H606 <2 CH3OH Mol. -Gew, 1378

" Priifung

Stammlésung S I: Eine moglichst feine Verreibung von 10 mg Substanz und
5 mg Weinsiure muss sich in 2 ml Wasser unter Schiitteln binnen weniger Minu-
ten vollig 16sen. Diese Losung muss klar und farblos oder darf nicht stirker
gelb gefirbt sein als Farbvergleichslosung G6; sie dient als S I fiir die Priifun-
gen 2 a, b und 9.

Stammlésung § I: Ca, 0,3 g ungetrocknetes Ergotamintartrat werden an
einem vor Licht geschiitzten 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 schiittet man mit 10 ml Narkose-Chloroform 5 Minuten
lang kriftig und filtriert den Chloroform-Auszug durch ein mit Narkose-Chloro-
form benetzies Faltenfilter in einen Messkolben von 50 ml Inhalt. Die Ausschiit-
telung wird noch 8 mal mit je 5 ml Narkose-Chloroform unter jeweiligem Schiit-
teln wihrend 1 Minute wiederholt. Die durch das gleiche Faltenfilter filtrierten
Ausziige werden im gleichen Messkolben gesammelt, Die mit Narkose-Chloro-
form auf 50 ml erginzte Losung dient als S II fiir die Priifungen 2 ¢ und 5, wel-
che sofort und unter Lichtschutz durchzufiihren sind.
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1, Sinnenpriifung: 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 I ml konzentrierter Essigsdure RS, 1 Trop-
fen Ferrichlorid RS und 1 ml konzentrierter Phosphorsiure RS vermischt, und
die Mischung in ein Wasserbad von 800 gebracht, so entsteht binnen einiger Mi-
nuten eine bestindige blauviolette Firbung.

b) Werden 3 Tropfen S I mit 1 ml Wasser und 1 ml Dimethylaminobenzal-
dehyd RS vermischt, so tritt eine dunkelkornblumenblaue Firbung auf.

c) 5 Tropfen S II werden auf einem Objekttriger verdunstet und der Riick-
stand wihrend 24 Stunden im Vakuum-Exsikkator getrocknet. Hierauf wird mit
4 Tropfen einer Mischung von 16 Vol.T. Azeton + 1 Vol.T. Wasser gelost und
wieder verdunstet. Unter dem Mikroskop betrachtet sind die fiir Ergotamin cha-
rakteristischen, stark lichtbrechenden rhombischen Prismen sichtbar.

d) 25 mg Substanz werden in der Mischung von 2 ml Azeton + 1 ml Wasser
gelost. Dann werden 2 ml Wasser und tropfenweise 1 ml Kalignost RS zugefiigt.
Es entsteht sofort eine Trilbung, 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 geldst. Die durch tropfenweises Zusetzen von ca.

5 ml Wasser erhaltenen Kristallnadeln werden nach dem Absaugen und Waschen
mit wenig Wasser im Schwefelsidure-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 Weinsiure: Wird eine Spur der Substanz in 1 Mikrotrop-
fen konzentrierter Essigsdure RS gelost und mit einem Mikrotropfen einer Misch-
ung gleicher Vol.T. 30 %igen Wasserstoffsuperoxyds, 2 n Kaliumazetats-

RS und konzentrierter Essigsiure RS versetzt, so wird die Mikro-Identitdtsreak-
tion auf Weinsdure erhalten,

4. Schmelztemperatur: Die Substanz firbt sich schwarz bei ca. 178° (korr.)
und sintert zwischen 180 und 187° (korr.) ohne zu schmelzen, Bei der Bestim-
mung ist moéglichst rasch auf ca. 170° aufzuheizen und die Temperatur dann um
4° pro Minute zu steigern,

5. Spezifische Drehung der Ergotaminbase: -140° bis -1600, bestimmt mit
S I im 2 dm-Rohr.

Zur Bestimmung der Ergotamin-Konzentration werden 10,00 ml S II mit
20 ml wasserfreier Essigsiure und 3 ml Essigsiureanhydrid versetzt. Unter
Verwendung von 2 Tropfen Kristallviolett RS als Indikator wird mit 0,05 N-Perchlor-
sdure bis zum Farbumschlag von Reinblau nach Griinstichigblau titriert.

1 ml 0,05 N-Perchlorsdure entspricht 29,08 mg C33H3505N5

6. Extinktionskoeffizient: E%(c%m = 114,9 - 118,4 bestimmt bei 316-318 mp
mit einer 0,005 %igen Ldsung der Substanz in 1 %iger Weinsiure.

7. Papierchromatographische Priifung: Chromatographierpapier Whatman 1
wird in Streifen von 12 cm Breite und 50 cm Linge geschnitten, so dass die
Lingsseite quer zur Faserrichtung verlduft. Auf der Startlinie markiert man 3
Startpunkte, a, b und ¢, deren Abstand voneinander je 3 cm betragen soll. Hier-
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auf wird der Papierstreifen wihrend 10 Minuten in einem dicht verschlossenen

Gefiiss in eine Mischung von 40 Vol.T. Formamid und 60 Vol.T. Aethanol 94%

eingetaucht, zur Entfernung des iiberschiissigen Imprignierungsmittels zwischen

Filtrierpapier leicht ausgepresst und wihrend 15 Minuten bei gewShnlicher Tem-
peratur zum Trocknen aufgehiingt.

Das zur absteigenden Papierchromatographie bestimmte Glasgefiss, welches
durch Umkleiden mit schwarzem Papier vollstindig lichtundurchlissig sein muss,
wird mit einer Kristallisierschale beschickt, welche ca. 100 ml Benzol enthal-
ten soll. In die Chromatographierkiivette werden ca. 70 ml Benzol gebracht, wel-
ches die mobile Phase darstellt. Die Glaswanne wird mit einer Glasplatte dicht
verschlossen und widhrend mindestens 14 Stunden klimatisiert. Auf das so vorbe-
handelte Papier trigt man die folgende frisch bereitete 1&sung moglichst vor
Licht geschiitzt auf:

0,1 ml einer 0,1 %igen L3sung der Substanz in einer Mischung glei-
cher Vol.T. Methylalkohol und Methylenchlorid streifenférmig, mog-
lichst gleichmissig zwischen den Punkten a und b, sowie 0,02 ml im
Punkt c.

Das Papier wird nun in die Kiivette eingesetzt. Die Laufzeit betrigt 3-4 Stunden.
Wenn die Losungsmittelfront ca. 30 cm von der Startlinie entfernt ist, nimmt
man das Chromatogramm heraus, markiert die Frontlinie und trocknet es durch
Aufhingen an der Luft wihrend einigen Minuten. Dann werden sogleich unter der
Analysen-Ultraviolett-Lampe die blau fluoreszierenden Flecke umfahren, Der fiir
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 (unzulissige Mengen Ergotaminin). Bei der hoheren Kon-
zentration darf héchstens 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 hoheren Konzentration anschliessend darf keine
blau leuchtende Zone mit einem Rf-Wert von 0,24 - 0,30 auftreten (Ergosin in
einer Menge von iber 2,5 %.). Weitere blau fluoreszierende Flecke bzw. Fluo-
reszenzen, welche sich noch auf der Startlinie befinden (wasserlSsliche Alkaloide),
oder Flecke mit grésseren Rf-Werten (Ergosinin, Alkaloide aus der Ergotoxin-
gruppe) diirfen nicht sichtbar sein,

8. Reaktion: Einhe Aufschiittelung von einigen mg Substanz in einigen Trop-
fen Wasser darl blaves Lakmuspapier nur ganz schwach rétlich firben.

9. Chlorid: 1 ml S I muss den Anforderungen der Grenzreaktion a I ent-
sprechen,

10. Kristallosungsmittel- und Feuchtigkeitsgehalt: 3,5 - 5 %, bestimmt mit
0,1 g durch Trocknen im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd wihrend 6 Stunden bei
ca, 95° und ca. 10 Torr.

11, Verbrennungsriickstand: Unwigbar, bestimmt mit der im Vakuum ge-
trocknefen Substanz (0,1 g).

12, Gehalt: Ca. 0,1 g ungetrocknete Substanz (genau gewogen) werden in
einem Erienmeyerkolben mit Glasstopfen von 100 ml Inhalt in 20 ml wasserfreiem
Eisessig gelost. Nach Zusatz von 3 ml Essigsiureanhydrid und 3 Tropfen Kris-
tallviolett RS wird mit 0,05 N-Perchlorsiure in Eisessig von Reinblau nach Griin-
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stichig-Blau titriert.
1 ml 0,05 N-Perchlorsiure entspricht 34,45 mg (C33H3505N5)2 - C 4HgO0g* 2 CH30H

Aufbewahrung: Vor Licht geschiitzt in zugeschmolzenen Ampullen, die in
schwarzes Papier eingehiillt sein miissen, an einem kiihlen Ort.

Herstellung von Injektionsldosungen: Die Losungen miissen mit frisch ausge-
kochtem und wieder erkaltefem Wasser hergestellt, mit Weinsiure auf einen pH-
Wert von ca. 3,5 eingestellt und unter Stickstoff abgefiillt werden.

Antimikrobielle Behandlung von Injektionslosungen: Autoklav, 110-120°.

Maximaldosen (Vorschlag):

Dosis maxima simplex

Dosis maxima pro die

Dosis maxima simplex ad iniectionem hypodermicam 0,
Dosis maxima pro die ad iniectionem hypodermicam

DD U BN
RERE

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

I1oslichkeit: 1 T, 18st sich in ca. 500 T. Wasser. Diese Lésung wird all-

mihlich trube (Zersetzung infolge Hydrolyse). Soll die Losung klar bleiben, so
muss Weinsidure zugesetzt werden, 1 T, 16st sich in ca. 500 T. Aethanol 94 %.

Verinderlichkeit: Unter dem Einfluss von erhdhter Temperatur, Licht und
Luftsauerstoff verfarbt sich Ergotamintartrat.

Inkompatibilititen: Alkalien und alkalisch reagierende Stoffe (Verseifung),
Siuren (Umlagerung, Zersetzung).

®

Phantasienamen: Gynergen >,
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3.3.7. Dihydroergotaminium methansulfonicum

9, 10-Dihydroergotamin-methansulfonat

-
0 fll CH3 OH
0 =0C—N &=O

® ?:/H . CH,80.° . 12 C,H.OH

g"CH:; 2 3°Y3 275

H—N |
L _
. . | -
CyqHgnO N, * CH,SO.H - 12 C,H.OH Mol, -Gew. 703

Die Substanz ist noch in keiner Monographiesammlung beschrieben und
auch in der Literatur finden sich keine Angaben analytischer Art.

Spezialpriparat
Dihydergot ® (SANDOZ)

Darstellg:_lg

Nach Stoll und Hofmann (151) wird Dihydroergotamin-methansulfonat
wie folgt hergestelit:

Eine Losung von Ergotamin-Azeton-Wasser-Kristallen

C:,)3H3505N5 < 2 CH3COCH3 2 H20

in Dioxan wird bei 60° C und 35 Atm. Wasserstoffdruck unter Verwendung von
Palladium-Mohr als Katalysator hydriert. Das Hydrierungsprodukt, welches zum
grissten Teil aus dem Dioxan auskristallisiert, wird durch Zusatz von Chloro-
form wieder geldst, die Losung vom Katalysator abfiltriert und im Vakuum zur
Trockne eingedampft. Der Riickstand wird in 90 %igem Azeton gelist, woraus
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die Dihydroergotaminbase in gerade abgeschnittenen, stark lichtbrechenden Pris-
men, welche 2 Mol Azeton und 2 Mol Wasser als Kristallosungsmittel enthalten,
kristallisiert,

Zur Herstellung des Methansulfonates werden die Dihydroergotamin-Azeton-
Wasser-Kristalle in Wasser aufgeschwemmt und mit wéssriger Methansulfonsiure
neutralisiert, wobei LOsung eintritt, Der Riickstand der im Vakuum eingedampfi-
ten Losung kristallisiert beim Aufnehmen mit 95 %igem Alkohol in massiven
Prismen,

Eigenschaften der Dihydroderivate

Durch die Absiitigung der Doppelbindung in 9,10-Stellung wird der Lyserg-
sdurerest stabilisiert, weshalb bei den Dihydroderivaten der natiirlichen links-
drehenden Mutterkornalkaloide (bei den rechtsdrehenden Isomeren bewirken erst
stirkere Reduktionskatalysatoren die Wasserstoffaufnahme) keine Isomerisierung
mehr stattfinden kann, Die Dihydroderivate zeichnen sich daher im Gegensatz
zu ihren natiirlichen Stammsubstanzen durch eine gesteigerte Stabilitit gegen
Licht und oxydierende Einfliisse aus. Auch gegeniiber Siduren und Alkalien sind
sie wesentlich bestindiger als die genuinen Alkaloide.

Mogliche Verunreinigungen

Nicht vollstindig hydriertes Ergotamin, sowie weitere Mutterkornalkaloide
bzw. deren Dihydroderivate, wenn als Ausgangsprodukt kein reines Ergotamin
vorlag; Dihydrolysergsidure, Palladium, Sulfat, Methansulfonsiure,

Sinnenpriifung

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 durchgefiihrt, Wir kommen zu folgender Formulierung:

"Weisses, kristallines Pulver ohne wahrnehmbaren Geruch."

Identitdtspriifungen

Stammlfsung: Da Dihydroergotamin-methansulfonat in kaltem Wasser
schwer 16slich ist, kann nur eine Stammlésung von sehr geringer Konzentration
hergestellt werden.

125 mg miissen sich in 10 ml frisch ausgekochtem und wieder erkalte-

tem Wasser unter kriftigem Schiitteln binnen einiger Minuten vollig 16~
sen, "
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Mit dieser LUsung, welche sich nach lingerem Stehen zu triiben beginnt
und deshalb moglichst rasch verwendet werden muss, haben wir die meisten
Identitits- und Reinheitspriifungen vorgenommen, Wir fordern, dass die Stamm-

16sung innerhalb von 2 Stunden zu verbrauchen ist.

Nachweis der Dihydroergotaminbase:
Farbreaktionen: Die Keller'sche 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 Stammldsung in der bei Er-
gotamintartrat beschriebenen Weise vorgenommen und fiilhren den genauen Wort-
laut der Ausfithrung im Artikel-Vorschlag fiir Dihydroergotamin-methansulfonat
an. Die charakteristischen Firbungen wurden von allen vier Handelsmustern er-

halten.

Alkaloid-Fillungsreagenzien: Auch fiir die vorliegende Substanz konnten wir
in der Literatur keine Angaben iiber Derivate mit Alkaloid-Fillungsreagenzien
finden. Wir stellten Derivate nach folgenden Vorschriften her:

Herstellung des Tetraphenylborates:

125 mg Dihydroergotamin-methansulfonat werden in der Mischung von

2 m]l Azeton und 1 ml Wasser geldst., Dann werden 2 ml! Wasser und
tropfenweise 1 ml Kalignost RS zugefiigt. Aus der trilben Losung schei-
den sich nach lidngerem Stehen farblose Kristalle ab, Diese werden ab-
genutscht, mit 20 ml Wasser gewaschen und im Schwefelsaure-Exsﬂ:ka-
tor getrocknet. Die Kristalle firben 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 geldst und tropfenweise mit 5 ml Ammo-
niumreineckat RS versetzt. Die sofort entstandene Tribung setzt sich
nach einigem Stehen als kristalliner Niederschlag ab, welcher nach dem
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Abnutschen und Waschen mit 20 ml Wasser im Schwefelsiure-Exsikka-
tor getrocknet wird. Die rotlichen Kristalle firben 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 gelost. Dann werden 2 ml Wasser und
tropfenweise 2 ml Pikrinsiure RS zugefiigt. Die entstandene Triibung
wird durch leichtes Erwirmen wieder in Ldsung gebracht. Nach dem
Abkiihlen scheiden sich allmihlich gelbe Kristalle ab, welche nach dem
Abnutschen und Waschen mit 20 ml Wasser wihrend 24 Stunden im
Schwefelsdure-Exsikkator getrocknet werden., Der Schmelzbereich (un-
ter Zersetzung) muss zwischen 1840 und 187° (unkorr.) bzw. 188, 4°
und 191,50 (korr.) liegen."

Die gelben Kristalle verfirben sich etwa 4° vor dem Schmelzbereich und
schmelzen innerhalb von 3° unter Zuriicklassen 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 Identititsnachweis von Dihydroergotamin-methansulfonat in

Betracht gezogen werden kann,

Papierchromatographische Priifung;

a) Bisherige Untersuchungen

Ueber die papierchromatographische Untersuchung der hydrierten Mutter-
kornalkaloide bestehen nur wenige Publikationen. Tuzson und Vastagh (141)
trennten mit der mobilen Phase Toluol-Petrolither-Methanol (25:25:10) den na-~
tiven vom hydrierten Ergotoxinkomplex, wobei sich fiir Ergotoxin ein Rf von
0,57, fiir das hydrierte Produkt von 0,44 ergab. Die Auftrennung des hydrierten
Ergotoxins in seine Komponenten erreichten Stoll und Riiegger (131) an mit
Dimethylphtalat imprégnierten Papieren unter Verwendung der mobilen Phase
Formamid-Wasser (1:4) vom pH 4,0. Die Rf-Werte betragen fiir 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., Puifer nach Kolt-
hoff pH 4,6 80 T., Toluol/Isobutanol gesittigtes 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 imprégnierten Papieren wird von Rochelmeyer und Mitarbeitern
(152) beschrieben., Die Autoren geben Rf-Werte der wichtigsten Dihydroderivate
an und fiihren vergleichsweise diejenigen von Ergokristin und Ergotamin auf,
diese betragen fiir 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 Ueberpriifung des Verfahrens von Rochelmeyer
und Mitarbeitern (152), da sich dieses beziiglich des Trennvermigens als Identi-
tidts- und Reinheitspriifung fiir Dihydroergotamin-methansulfonat zu eignen schien,
und arbeiteten unter folgenden Versuchsbedingungen:

"Apparatur: Zur Verwendung gelangte das von der Ph.Helv.V, Suppl.
I, beschriebene Gefiss zur absteigenden Papierchromatographie, wel-
ches vor Gebrauch mindestens 14 Stunden mit der mobilen Phase ge-
sittigt wurde. Obwohl die Dihydroderivate sich im Gegensatz zu ihren
natiirlichen Stammsubstanzen durch eine auffallend gesteigerte Stabili-
tdt gegen Licht auszeichnen, wurde das Chromatographiergefiss wie
bei den letzteren mit schwarzem Papier umkleidet.

Vorbereiten der Papiere: Die Imprignierung 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 geldosten Alkaloide bzw. Alka-
loidsalze wurden bei kleinen Mengen (bis ca. 20 nug) punkifSrmig, bei
grossen Mengen (50 pg - 200 pg) streifenformig aufgetragen. Die L&-
sungen wurden unmittelbar vor Gebrauch hergestellt.

Entwickeln der Papiere: Die mit den Substanzen beschickten Papiere
wurden ohne Vorhangezeit mit der mobilen Phase nach dem absteigen-
den Verfahren entwickelt. In ca. 4 Stunden wandert die Losungsmittel-
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 bespriiht, womit
die Dihydroalkaloide wie auch die nativen Alkaloide violette Firbungen
aufweisen. Nach Rochelmeyer und Mitarbeitern (152) kénnen jedoch
auch die Dihydroderivate im UV-Licht erkannt werden, indem sich
diese nach lingerer Bestrahlung im UV-Licht in gelb-griin fluoreszie-
rende Substanzen umwandeln, wobei die Belichtungszeiten je nach der
Intensitidt der verwendeten Quecksilberhochdrucklampe schwanken.,"

Bei den Untersuchungen gingen wir so vor, dass wir sdmtliche hydrierten
Mutterkornalkaloide bzw. Mischungen derselben im System Benzol-Chloroform
(1:1) chromatographierten und die erreichte Verteilung feststellten (Abb, 21).
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I R ~Wert
] Q || Dihydroergotamin 0,5
2 CD |2 Dihydroergosin 0,19

3 O | 3 Dihydroergocornin 0,43
4
4 Dihydroergokryptin 0,61

O |5 Dihydroergokristin 0,50
3 ) @ @ Q |6 Gemisch 1-5
+ Dihydroergobasin

I + Dihydrolysergsdure

Abb. 21 Chromatogramm der hydrierten Mutterkornalkaloide im System Benzol-
Chloroform (1:1)

Beim Chromatographieren eines Gemisches sidmtlicher Dihydroderivate
werden vier Zonen sichtbar, Am Startpunkt verbleiben Dihydroergobasin und
Dihydrolysergsdure, dann folgen Dihydroergotamin und Dihydroergosin, deren
Auftrennung auch bei mengenmissig gleichen Substanzgemischen nicht gelingt.

In die n#ichste Zone entfallen Dihydroergocornin und Dihydroergokristin, welche
ebenfalls nicht vollstiindig getrennt erscheinen. Der folgende Bereich besteht

aus Dihydroergokryptin. Verteilung und Rf-Werte der nativen Mutterkornalkaloide
im erwéhnten System waren bereits vorher von uns ermittelt worden und sind
aug Fig. 14 bzw. Tabelle 7 zu entnehmen. Fiir 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
Dihydrolysergsidure 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 Priifung
als Identititsreaktion nicht eindeutig und daher nur als Erginzung der anderen
Reaktionen zu betrachten. Im Hinblick auf die Reinheitspriifung von Dihydroergo-
tamin ist beziiglich des Trennvermogens zu bemerken, dass genanntes Alkaloid
mit Ausnahme von Dihydroergosin von den ibrigen Dihydroderivaten sowie von
den nativen Mutterkornalkaloiden abgetrennt werden kann. Wie wir feststellten,
lassen sich auch bei den Dihydroderivaten 100 pg, streifenfSrmig auf die Start-
linie aufgetragen, beziiglich der Fleckengrosse und -Form ohne Nachteile chroma-
tographieren, Bei einer Empfindlichkeit des Nachweises von 1 pg (29) kann so-
mit 1 % eines Fremdalkaloides nachgewiesen werden,

Das beschriebene Verfahren wird fiir Dihydroergotamin-methansulfonat als
Reinheitspriifung zur Aufnahme in die Pharmakopde empfohlen, weil damit Verun-
reinigungen sidmtlicher nativer Mutterkornalkaloide sowie der meisten Dihydro-
derivate erkannt werden konnen (s. Seite 247),

Nachweis des Sdurenanteiles: Das durch Behandeln der Substanz mit wasser-

freiem Natriumkarbonat aus der Methansulfonsidure entstandene Sulfat wird nach
Ph. Helv.V nachgewiesen, Wir schlagen die Ausfiihrung der Priifung wie folgt vor:

"Eine Verreibung von 20 mg Substanz und 0,3 g wasserfreiem Natrium-
karbonat werden in einem kleinen Porzellantiegel wihrend ca. 20 Mi-
nuten erhitzt und nach dem Erkalten mit 10 ml Wasser gekocht. Das
nach dem Abkiihlen erhaltene Filtrat gibt die Identititsreaktion auf Sul-
fat. "

Alle auf die beschriebene Weise gepriiften Muster entsprachen dieser For-
derung.

Reinheitspriifungen

a) Physikalische und physikalisch-chemische Priifungen

Schmelztemperatur: In der Literatur finden sich fiir Dihydroergotamin-
methansulfonat folgende Schmelzintervalle:

Merck Index T 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 verfirben, dann erfolgt allmihliche Schwarzfirbung und Zu-
sammenfliessen unter Bildung einer schwarzen Schmelze. Das Schmelzintervall
ist von der Art des Aufheizens abhingig. Bei Einbringen der Substanzmuster in
das auf ca. 200° (korr.) vorgewidrmte 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°
I 220,0 - 221,0°  226,4 - 227,4°
o 219,3 - 220,5°  225,6 - 226,9°
v 197,0 - 198,0°  202,0 - 203,0°

Die Schmelztemperaturen von Muster I -~ I liegen im Intervall von 219, 3-
223,5° (unkorr.) bzw. 225,6 - 230,1° (korr.). Muster IV weist einen zu hohen
Kristallosungsmittel-Gehalt auf, worauf wohl die abnorm tiefe Schmelztempera-
tur zuriickzufiihren ist, Muster II und I entsprechen allen anderen Forderungen,
obwohl sie tiefer schmelzen als Muster I, Als Forderung fiir die Pharmakopte
mochten wir ein Schmelzintervall von 219,0 - 224, 0° (unkorr,) bzw. 225,5 -
230, 5° (korr.) vorschlagen,

Loslichkeit, Priifung auf unlosliche und fiirbende Verunreinigungen: Bei der

Herstellung der Stammlosung wird auf wasserunlésliche und firbende Verunrei-
nigungen gepriift. Da sich alle Muster klar und farblos vdllig l6sen, wird die
Forderung entsprechend formuliert,

Reaktion der Stammlosung: Wir ermittelten mit den Stammldsungen unserer
Muster folgende pH-Werte:

Handelsmuster pH-Wert pH-Wert
potentiometrisch Farbtabelle (Methylrot)

-

4,98 5,0
o 5,10 5,2
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Handelsmuster pH-Wert pH-Wert
potentiometrisch Farbtabelle (Methylrot)

m 5,13 5,2
v 5,15 5,2

In Anlehnung an die erhaltenen Werte kénnen wir fordern, dass der pH-
Wert der Stammldsung 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 7th Ed. (153) geben fiir die Base folgenden Wert an:

)2 = -64° (c = 0,5 in Pyridin)

Wir filhrten die Bestimmung mit dem Methansulfonat aus, welches wie die
Base in Pyridin gut 16slich ist. In einer 0,5 %igen Losung vorgenommen, ermit-
telten wir mit unseren Substanzmustern folgende Werte:

Handelsmuster Spezifische Drehung

[y

-43,82
-40, 46
-40, 60
-42,25

<SER"

Auf Grund unserer Resultate glauben wir die Grenzwerte der spezifischen

Drehung mit -40° und -45° festlegen zu konnen,

Spektrophotometrie: Ausser der Verdffentlichung 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 mp, bei 282 mp und bei 291 mp liegen und geben fiir den
molaren Extinktionskoeffizienten £ folgende Werte an:
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€ bei 220 mp = 3,47 - 10°
£ bei 282 mp = 7,08 - 103
£ bei 291 mp = 6,03 - 10°

Analog zu Ergotamintartrat haben wir die Messungen in 1 %iger Weinsiu-
relosung ausgefiihrt und mit Muster I (im Hochvakuum getrocknet) die Absorp-
tionskurve im Bereich von 235 - 300 mp aufgenommen (Abb. 22). Diese zeigt
ein Minimum bej 243 - 244 mp und ein Maximum bei 279 mp. Bei 288 mp diirf-
te eine undeutlich ausgepriigte Schulter liegen. Eine andere, mit Dihydroergota-
mintartrat aufgenommene Kurve ergab den gleichen Verlauf, die leichte Defor-
mation der Kurve im Bereich von 270 - 290 mp kann daher nicht durch die

Methansulfonatkomponente bedingt sein.

0,500
0400
m
x
-
s
ot
o 0300
>
0,200
0,00
240 260 280 300 mp
Wellenlinge

Abb. 22 UV-Spektrum von Dihydroergotamin-methansulfonat in 1 %iger Weinsiure
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Fiir den molaren Extinktionskoeffizienten £ ermittelten wir bei 279 mpy
mit Muster I den Durchschnittswert von 6,55 * 103 und haben mit dem gleichen
Muster die Extinktion verschiedener Konzentrationen bestimmt und graphisch dar-

gestellt (Abb. 23).

0800

0600 -

0400 -

UoIIUIIX T

0,200

s
0 1 2 3 4 5 6 1T mg%

Abb, 23 Extinktionswerte verschiedener Konzentrationen beim Maximum 279 mp

Fiir die spezifische Extinktion Ei?’m (bezogen auf die Kristallosungsmittel-
haltige Substanz) ergaben sich bei 279 mu folgende Werte:

El%

Handelsmuster lem bei 279 mp
1 93,8
i 92,6
m 93,0
v 91,0

Ausser bei Muster IV, welches infolge des zu hohen Kristallosungsmittel-
Gehaltes nicht massgebend ist, stimmen die Resultate gut iiberein. Wir empfeh-
len, die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten als weitere Identitits- und Rein-
heitspriifung in die Pharmakopte aufzunehmen, und fordern, dass Ei?m’ bestimmt
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bei 279 mp mit einer 0,005 %igen Losung der Substanz in 1 %iger Weinsiure,
zwischen 92 und 95 liegen soll.

b) Chemische Reinheitspriifungen

Als Verunreinigungen kommen in erster Linie die eingangs erwihnten Mut-
terkornalkaloide in Betracht, welche mit der papierchromatographischen Reinheits
priifung erfasst werden. Ferner kann aus der Sdurekomponente gebildetes Sulfat
anwesend sein,

Wir priiften unsere Muster auf Chlorid und Sulfat und beobachteten die mit
konzentrierter Schwefelsiure und konzentrierter Salpetersiure entstehenden Fir-

bungen.

Abwesenheit von Chlorid und Sulfat: Die Priifungen wurden nach den Vor-

schligen zur Ph,Helv,. VI mit je 1 ml StammlSsung vorgenommen, Simtliche Mus-
ter ergaben negative Reaktion, d.h. sie zeigten keine stirkere Opaleszenz als
Grenzreaktion a II,

Priifung auf konzentrierte Schwefelséure firbende Verunreinigungen: 10 mg

Dihydroergotamin-methansulfonat 16sen sich in 2 ml konzentrierter Schwefelsdure
RS mit gelber Farbe, die jedoch zu intensiv ist, um mit den Farbvergleichslo-
sungen verglichen zu werden, Beim Erwirmen im siedenden Wasserbad fdrbt
sich die Losung iiber Braunlich-Olivgriin nach Ro6tlich und hat nach 5 Minuten
eine rosarote, nach weiteren 5 Minuten eine bestidndige rotviolette Firbung an-
genommen, Es konnte ein deutlicher Unterschied zu Ergotamintartrat festgestellt
werden, welches in gleicher Konzentration beim Erwirmen im Wasserbad nach

10 Minuten eine dunkelbraune Firbung zeigt.

Farbreaktion mit konzentrierter Salpetersidure: 10 mg Dihydroergotamin-

methansulfonat 16sen sich in 1 ml konzentrierter Salpetersiure RS mit gelber
Farbe, welche ebenfalls nicht mit den Farbvergleichsldsungen verglichen werden
kann,
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Quantitative Bestimmungen

a) Kristallosungsmittel-Gehalt

Wie ihre natiirlichen Stammsubstanzen besitzen die Dihydroderivate eben-
falls die Eigenschaft, Kristallésungsmittel zu binden. Da Dihydroergotamin-me-
thansulfonat bei der Herstellung aus Alkohol umkristallisiert wird, vermute-
ten wir, dass dieses Losungsmittel vorliegen miisse, Wir trockneten unsere Sub-
stanzmuster im Hochvakuum bei 100° bis zur Gewichtskonstanz und stellten bei
drei Mustern einen Gewichtsverlust von 2,9 - 3 % fest.

Da sich aus der Formel mit 1 Mol Aethanol aber ein theoretischer Kristal-
18sungsmittel-Gehalt von 6,34% ergeben wiirde, kamen wir zu der Annahme,
dass nur 1/2 Mol vorliegen koénne, was durch eine persénliche Mitteilung der Fir-
ma SANDOZ bestitigt wurde. Drei der vorliegenden Muster entsprechen dem
theoretischen Wert fiir /2 Mol (3,27 %) sehr gut, nur Muster IV, dessen Gehalt
5,8 % betrug, entspricht der Formel mit 1 Mol Aethanol, Da Dihydroergotamin-
methansulfonat nach der Mitteilung der Firma SANDOZ vorwiegend mit /2 Mol
Aethanol hergestellt wird, moéchten auch wir letztere Formel fiir die Ph.Helv. VI
vorschlagen,

Nach Ermittlung der Formel unserer Muster mit der nachstehend unter 1.
angegebenen und bereits erwihnten Bestimmungsart, nahmen wir noch folgende
Methoden vor:

1. Trocknen im Hochvakuum bei 100° wihrend 5 Stunden
2. Trocknen im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd wihrend 6 Stunden, Druck ca.

10 Torr, Temperatur ca, 95°

3. Trocknen im Trockenschrank bei 103 - 105° wihrend 6 Stunden.

Die mit einer Einwaage von 0,1 g erhaltenen Werte lauten:

Handelsmuster Kristallosungsmittel-Gehalt
1, Methode 2, Methode 3. Methode
1 2,90 % 2,80 % 2,83 %
b1 3,30 % 3,24 % 3,18 %
m 3,06 % 2,95 % 2,91 %
v 5,83 % 5,54 % 5,67 %
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Die Trocknung im Hochvakuum, welche aber fiir die Pharmakopde nicht
vorgeschrieben werden kann, liefert die genauesten Resultate, sie liegen ausser
bei Muster III etwas unterhalb dem theoretischen Wert. Wie ersichtlich ist, lisst
sich das Kristallosungsmittel mit den anderen beiden Methoden jedoch hinreichend
entfernen, weshalb wir die 2. Methode vorschlagen md&chten. Die Forderung,dass
der Aethanol-Gehalt zwischen 2,6 und 3,6 % liegen soll, scheint uns ohne wei-
teres erfiilllbar zu sein.

Wie wir feststellten, ist die getrocknete Substanz hygroskopisch, Dieses
Verhalten fiel uns im Besonderen beim Abwigen auf und gab uns Anlass, zu er-
mitteln, wie gross die Feuchtigkeitszunahme ist und wie rasch diese vor sich
geht. Die Untersuchung fiihrten wir mit 2 Proben von Muster II 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
Schwefelsdure beschicktem Exsikkator aufbewahrt, in welchen gleichzeitig 2 Kris-
tall-Aethanol enthaltende Proben des gleichen Substanzmusters gebracht wurden .
Die Wigungen 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 % erhoht 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 Kristallésungsmittel befreite
Substanz sehr hygroskopisch, weshalb auch aus diesem Grunde die wesentlich
stabilere Formel mit 12 Mol Aethanol vorzuziehen ist.

b) Gehaltsbestimmungen

Auch fiir die Gehaltsbestimmung von Dihydroergotamin-methansulfonat fanden
sich keine Angaben in der Literatur. Analog zu Ergotamintartrat haben wir die
mit Van Urks-Reagens erhaltene Blaufirbung kolorimetrisch ausgewertet. Ferner
bestimmten wir den Stickstoff-Gehalt nach Kjeldahl und die Sdurekomponente durch
azidimetrische Titration. Da Dihydroergotamin als Methansulfonat vorliegt, ist
die Titration in wasserfreiem Milieu mit Perchlorsidure nicht anwendbar, kann
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aber nach unseren Feststellungen im Falle des Tartrates mit Vorteil erfolgen.

1. Kolorimetrische Bestimmung: Die intensive Blaufirbung mit Van Urks-

Reagens wird auch von den Derivaten der Dihydrolysergsidure erhalten, Da uns
nicht bekannt war, bei welcher Wellenllinge die maximale Absorption das mit
den Dihydroderivaten gebildeten blauen Farbstoffes liegt, haben wir mittels einer
Absorptionskurve die fiir die Messung giinstigste Wellenliénge ermittelt. Die Kur-
ve, mit einer im Hochvakuum getrockneten Probe von Muster I aufgenommen,
zeigt im Bereich von 500 - 645 mp ein Maximum, welches bei 585 mp liegt.
(Abb. 24). Eine Eichkurve, die wir mit dem gleichen Muster aufgenommen ha-
ben, ist aus Abb. 25 ersichtlich. Fiir den molaren Extinktionskoeffizienten er-

mittelten wir bei 585 mp mit Muster I den Wert von 6,552 * 10°

0500
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0380 /
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500 540 580 620 660 mu

Wellenldnge

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-Dihydrolysergsdurederivat zur Verfiigung.
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 Weinsdure durch leichtes Erwirmen gelost, und die Losung
nach dem Abkiihlen mit 1 %iger Weinsiure bis zur Marke aufgefiillt.
2,00 ml dieser Losung werden in einem Reagensglas mit Glasstopfen
mit 4,00 ml frisch bereitetem Dimethylaminobenzaldehyd RS versetzt,
gut durchgemischt und die Mischung 1 Stunde lang im Tageslich{ ste-
hen gelassen. Die entstandene blaue Farbe wird in einem geeigneten
Spektrophotometer bei einer Wellenlinge von 585 mp und einer Schicht~
dicke von 1 cm gemessen, wobei man als Vergleichslosung eine auf
gleiche Weise belichtete Mischung von 2,00 ml 1 %iger Weinsiure und
4,00 ml frisch bereitetem Dimethylaminobenzaldehyd RS verwendet".

Die fiir den Extinktionskoeffizienten Ei?m bei 585‘m;1 erhaltenen Resultate

sind die folgenden:
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El%

' Handelsmuster Extinktion bei 585 mp lem

bei 585 mp

I 0,468
0,464
0,466

(Mittelwert) 0, 466 93,2
o 0, 460

0,464
0,465

(Mittelwert) 0,463 92,6
m 0, 460

0, 462
0, 456

(Mittelwert) 0, 459 91,8
v 0, 454
0, 449

(Mittelwert) 0,451 90,2

Wie aus der Zusammenstellung ersichtlich ist, lieferte die kolorimetrische
Methode recht iibereinstimmende Werte. Da damit der therapeutisch wichtige
Basenanteil erfasst wird, schlagdn wir dieses Verfahren zur Gehaltsbestimmung
fiir die Pharmakopde vor und fordern, dass E]i?m bei 585 mp zwischen 90, 4
und 95,0 liegen muss, entsprechend einem Gehalt von 97,0 - 102,0 %
CggHgnON, . CH;SO0.H - 1/ C,H,OH.

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 Verfiigung stehen.

2. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: Diese Bestimmungsmethode haben

wir nach der im allgemeinen Teil aufgefiihrten 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 %
o 98,95 % 98,66 %
m 98,32 % 98,10 %
v 96,15 % 96,45 %

Die Kjeldahl-Methode eignet sich sehr gut zur Gehaltbestimmung von Dihydro-
ergotamin-methansulfonat. Da aber event, vorhandene Stickstoff-haltige Verfil-
schungen einen normalen Gehalt vortduschen kdnnten - denn in Anbetracht des
hohen Preises der Substanz ist es nicht ausgeschlossen, dass sich auch einmal
verfilschte Produkte im Handel befinden - ziehen wir die auf Dihydrolysergsiu-
rederivate spezifische kolorimetrische Bestimmungsart vor, Letztere ist ausser -
dem rascher durchfiihrbar und erfordert weniger Substanz. Ein Nachteil besteht
allerdings darin, dass den kolorimetrischen Methoden eine gewisse Fehlerbreite
anhaftet.

3. Azidimetrische Bestimmung des Siureanteiles: Fiir diese Bestimmung

losten 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 Rosafirbung,

1 ml 0,05 N-Natronlauge entspricht 35,15 mg C33H3705N5 . CH3803H 12 C2H50H

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 %
I 101,31 %
m 101,50 % 101,34 %
v 99,45 %

Wie die erhaltenen Werte zeigen, enthilt auch Dihydroergotamin-methansul-
fonat nicht die stéchiometrisch genaue Menge Methansulfonsiure
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Bemerkungen beziiglich der Aufbewahrung

Nach unseren Erfahrungen miissen beziiglich der Aufbewahrung keine beson-
deren Massnahmen getroffen werden. Es geniigt, wenn Dihydroergotamin-methan-
sulfonat in gut verschlossenen Behiiltern vor Licht geschiitzt 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 eingehiillten Ampullen vor.

Sterilisation von Ldsungen

Eine Sterilisationsvorschrift ist uns aus der Literatur nicht bekannt gewor-
den, daher schlagen wir fiir Losungen Keimfiltration vor.

Vorschlag fiir Gebrauchsdosen

Wir iibernehmen die Angaben aus dem Prospekt des Handelspriparates
Dihydergot ®
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Untersuchung von Handelsmustern

Sinnenpriifung
Farbe rein weiss rein weiss rein weiss rein weiss
Geruch - - - -

Identitéitspriifung
Farbreaktion nach Keller
modifiziert ’ + + + +
Farbreaktion nach Van Urk + + + +
Pikrat-Schmelzpunkt (korr.) 189,2-191,3° 188,9-191, o° 188,7-190,9o

Papierchromatographische o _ - =
Priifung B h - N

Methansulfonsiure + + + +

Reinheitspriifungen
Schmelztemperatur (korr.) 229,0-230,0°  226,4-227,4° 225,6-226,9°  202,0-203,0°

Eigenschaften der Stamm-

16sung klar u.farblos klar u. farblos klar u.farblos klar u.farblos

Reaktion der Stamml6sung
potentiometrisch 4,98 5,10 5,13 5,15
Farbtabelle 5,0 5,2 5,2 5,2

Spezifische Drehung -43,82° -40, 46° -40,60° -42,25°

Papierchromatographische
Priifung
UV-Absorption

EL%  bei 279 my 93,8 92,6 93,0 91,0
Papierchromatographische
Priifung
Chlorid - - - -
Sulfat - - - -

Quantitative Bestimmungen

Kristallysungsmittel-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

® © 1
E“CHs CH2—© - CHgSOy" - 12 C,H.OH

Cg3HgyOgN5 * CH,

SO3H < 12 CZHSOH Mol. -Gew. 703
Methansulfonat des im Lysergsidureteil in 9,10-Stellung hydrierten Mutter-
kornalkaloides Ergotamin, mit einem Gehalt von mindestens 97,0(97,0-102,0)

. - 1
% 033H3705N5 CH3SO3H /2 C2H50H.

Priifung

Stammlosung S8: 25 mg miissen sich in 10 ml frisch ausgekochtem und wie-
der erkaltetem Wasser unter kriftigem Schiitteln binnen einiger Minuten vollig
16sen. Diese Losung muss klar und farblos sein und dient als S fiir die inner-
halb von 2 Stunden durchzufiihrenden Priifungen 2 a, b, 8, 9 und 10.

1. Sinnenpriifung: Weisses, kristallines Pulver ohne wahrnehmbaren Ge-
ruch.

2. Nachweis der Dihydroergotaminbase:
a) Werden 3 Tropfen S mit I ml konzentrierter Essigsiiure RS, 1 Tropfen
Ferrichlorid RS und 1 ml konzentrierter Phosphorsiure RS vermischt, und die
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Mischung in ein Wasserbad von ca. 80° gebracht, so entsteht binnen einiger
Minuten eine violette Firbung.

b) Werden 5 Tropfen S mit 1 ml Wasser und 1 ml Dimethylaminobenzalde-
hyd RS vermischt, so tritt eine dunkelkornblumenblaue Firbung auf.

c) 25 mg werden in der Mischung von 2 ml Azeton und 1 ml Wasser gelost.
Dann werden 2 ml Wasser und tropfenweise 2 ml Pikrinsiure RS zugefiigt. Die
entstandene Triibung wird durch leichtes Erwirmen wieder in Ldsung gebracht.
Nach dem Abkiihlen scheiden sich allm#hlich gelbe Kristalle ab, welche nach dem
Abnutschen und Waschen mit 20 ml Wasser wihrend 24 Stunden im Schwefelsdure-
Exsikkator getrocknet gerden. Der Schmelzbereich (unter Zersetzung) muss zwi-
schen 188,5 und 191,5  (korr.) liegen.

3. Nachweis der Methansulfonsfiure: Eine Verreibung von 20 mg Substanz
und 0,3 g wasserfreiem Nafriumkarbonat werden in einem kleinen Porzellantiegel
wihrend ca. 20 Minuten erhitzt und nach dem Erkalten mit 10 ml Wasser gekocht.
Das nach dem Abkiihlen erhaltene Filtrat gibt die Identititsreaktion auf Sulfat.

o 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 -450, bestimmt mit einer 0,5 %igen 165~
sung in Pyridin im 2 dm-Rohr.

6. Extinktionskoeffizient: E%?’m bei 279 mp = 92 bis 95, bestimmt mit ei-
ner 0,005 J%igen Losung der Substanz in 1 %iger Weinséure,

7. Papierchromatographische Priifung: Chromatographierpapier Whatman 1
wird n Streifen von 10 cm Breite und 50 cm Linge geschnitten, so dass die
Lingsseite quer zur Faserrichtung verliduft. Auf der Startlinie markiert man 2
Startpunkte, a und b, deren Abstand voneinander 3 cm betragen soll, Hierauf
wird der Papierstreifen wihrend 10 Minuten in einem dicht verschlossenen Gefiss
in eine Mischung von 40 Vol.T. Formamid und 60 Vol.T. Aethanol 94 % voll-
stindig eingetaucht und alsdann, zur Entfernung des iiberschiissigen Imprégnie-
rungsmittels, zwischen Filtrierpapier leicht ausgepresst und dann wihrend 15
Minuten bei gewShnlicher Temperatur zum Trocknen aufgehingt.

Das zur absteigenden Papierchromatographie bestimmte, aussen mit schwar-
zem Papier umkleidete Glasgefiiss 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 wihrend mindestens
14 Stunden klimatisiert. Auf das so vorbehandelte Papier trigt man folgende
frisch bereitete Losung auf:

"0,1 ml einer 0,1 %igen Losung von Dihydroergotamin-methansulfonat in
einer Mischung gleicher Vol.T. Methylalkohol und Methylenchlorid, strei-
fenformig, moglichst gleichmissig zwischen den Punkien a und b,"

In die Chromatographierkiivette werden 100 ml einer Mischung gleicher Vol.T.
Chloroform und Benzol gebracht und das Papier in die Kiivette eingesetzt, Die
Laufzeit betrdgt ca. 3 - 4 Stunden,

Wenn die Losungsmittelfront ca. 35 cm von der Startlinie entfernt ist, nimmt
man das Chromatogramm sorgfiltiz heraus, markiert die Frontlinie mit Bleistift
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und trocknet es im Trockenschrank bei ca. 80°, bis keine Ddmpfe mehr entwei-
chen, Der getrocknete Papierstreifen wird sodann mittels eines Zerstiubers mit
ca. 4 ml Ehrlichs-Reagens gleichmissig bespriiht und anschliessend wihrend ca.
5 Minuten im Trockenschrank auf 80° erhitzt. Dann wird sofort der sichtbare
blauviolett gefirbte Fleck umfahren,

Das Chromatogramm darf nur den einen, fiir Dihydroergotamin charakteris-
tischen Fleck vom Rf-Wert ca, 0,13 - 0,21 aufweisen, Weitere blauviolett ge-
firbte Flecke mit kleineren oder grosseren Rf-Werten diirfen nicht vorhanden
sein,

8. Reaktion: pH von 8 = 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, Kristallosungsmittel-Gehalt: 2,6 - 3,6 %, bestimmt mit 0,1 g durch
Trocknen wahrend 6 Stunden bei 950 im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd.

12. Gehalt: Ca., 10 mg ungetrocknete Substanz (genau gewogen) werden in
einem Messkolben von 200 ml Inhalt in ca. 100 ml 1 %iger Weinsiure durch
leichtes Erwirmen geldst und die Ldsung nach dem Abkiihlen mit 1 %iger Wein-
sdure bis zur Marke aufgefiillt, 2,00 ml dieser Losung 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 Wellenlinge von 585 mp und einer Schichtdicke von 1 cm gemessen,
wobei man als Vergleichslésung eine auf gleiche Weise belichtete Mischung von
2,00 ml 1 %iger Weinsdure und 4,00 ml frisch bereitetem Dimethylaminobenzal~
dehyd RS verwendet.

Entsprechend einem Gehalt von 97,0 - 102,0 %1%
CouqH,nO-N. * CH_SO,H - 12 C_H_OH muss E1

980 Yegtn” % ° 2

(Bei der Berechnung ist die Konzentration der Ldsung vor Zusatz des Reagens'
einzusetzen).

zwischen 90,4 und
cm

Aufbewahrung: Vor Licht geschiitzt in zugeschmolzenen Ampullen, die in
schwarzes Papier eingehiillt sein miissen, an einem kithlen Ort.

Antimijkrobielle Behandlung von Losungen: Keimfiltration,

Maximaldosen: (Vorschlag)

Dosis maxima simplex 4 mg
Dosis maxima pro die 8 mg

Venenum
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Gebrauchsdosen (Vorschlag):

Dosis usitata simplex 1-2mg
Dosis usitata pro die 3 - 6 mg
Dosis usitata simplex

s.c, aut i.m. 0,5 - 1 mg

Loslichkeit: In kaltem Wasser schwer, in heissem missig 10slich,

Inkompatibilititen: Alkalien und alkalisch reagierende Stoffe.

®

Phantasiename: Dihydergot ™,
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4, ZUSAMMENFASSUNG

Es wurden Priifungsvorschriften fiir folgende Alkaloidbasen bzw. Alkaloid-

salze ausgearbeitet:

Atropinum basicum
Dihydroergotaminium methansulfonicum
Ephedrinum basicum

Ergotaminium tartaricum

Reserpinum basicum

wihrend die Ph. Hely, 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 Priifungen und quantitativen Bestimmungen einer
kritischen Ueberpriifung unterzogen, teilweise modifizierten und diejenigen Ver-
fahren vorschlagen, welche bei geniigender Empfindlichkeit, Genauigkeit, Spezi-
fitit und Zuverlissigkeit in den Rahmen unseres Arzneibuches passen,

Zur Priifung auf Identitdt haben wir neben den konventionellen Methoden
die Herstellung von kristallinen Derivaten mit Alkaloidfillungsmitteln 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 Priifung auf klare und farb-
lose Ldslichkeit, die Bestimmung des pH-Wertes, die Grenzpriifung auf fremde
Kationen und Anionen, sowie die Priifung auf konzentrierte Schwefelsiure firben-
de Verunreinigungen wurden nach den fiir die Ph, Helv. VI vorgesehenen Bestim-
mungsmethoden vorgenommen. Zur Bestimmung des Kristallwassergehaltes wurde
die Titration nach Karl Fischer angewendet, die wir fiir Ephedrinum basicum als
Methode der Wahl vorschlagen.

Zur Gehaltsbestimmung haben wir fiir alle Substanzen die Stickstoff-
bestimmung nach Kjeldahl vorgenommen und die Erfahrungen mit der fiir 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 fiir die Mehrzahl der untersuchten
Substanzen als geeignet erwies, bringen wir fiir Ephedrinium chloratum, Ergo-
taminium tartaricum und Reserpinum basicum in Vorschlag. Von den iiberpriif-
ten kolorimetrischen Verfahren hat sich die Blauwert-Bestimmung nach van Urk
als fiir Pharmakopte-Zwecke geeignet erwiesen und wird daher zur Gehaltsbe-
stimmung von Dihydroergotaminium methansulfonicum empfohlen. Die quantita-
tiven Messungen im ultravioletten Licht, die wir fiir Dihydroergotaminium methan-
sulfonicum, Ergotaminium tartaricum und Reserpinum basicum durchgefijhrt ha-
ben, lassen sich ebenfalls zur Gehaltsbestimmung der genannten Substanzen he-
ranziehen,

Fiir alle untersuchten Substanzen wurde ein Pharmakopte-Monographievor-
schlag nach den fiir die Ph, Helv, VI vorgesehenen neuen redaktionellen Normen
redigiert.
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CURRICULUM VITAE

Am 19, August 1929 wurde ich als Tochter des Emil Reiffer und der
Martha, geb. Schmidt, in Langensalza, Deutschland, geboren, Daselbst besuchte
ich die Elementarschule und hierauf die Kantonsschule in Winterthur, wo ich im
Herbst 1950 mit der Maturitéit, Typus B, abschloss. Anschliessend absolvierte
ich den naturwissenschaftlichen Teil des Pharmaziestudiums an der Eidgentssi-
schen Technischen Hochschule in Ziirich. Die Praktikantenzeit sowie das Assis-
tentenjahr, welches der praktischen Priifung im Friihjahr 1954 folgte, verbrachte
ich in drei Offentlichen Apotheken in Winterthur. Im Frithjahr 1955 nahm ich den
fachwissenschaftlichen Teil des Studiums an der Eigendssischen Technischen
Hochschule in Ziirich auf und schloss im April 1957 mit dem Staatsexamen ab.
Im November desselben Jahres begann ich unter der Leitung von Herrn Prof.
Dr.J. Biichi mit der vorliegenden Promotionsarbeit, Die Vorbereitungen zur
Eroffnung einer Offizin in Riimlang ZH, sowie deren Leitung nahm mich
seit 1961 sehr in Anspruch, so dass sich der endgiiltige Abschluss meiner Pro-

motionsarbeit bis zum Sommer 1964 verzogerte.



