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Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographische Analyse von Digi- 
talis-Blattextrakten 

I_ Qualitative Analyse 
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Insritlrrjiir Phamxazeuzische BioIogie tier Philipps- tini~nir-ersitrir. Deurscidxmssrrussr I 71/2. D-33Xl Marburg,! 
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(Eingegangen am 3. August 1981) 

In den letzten Jahren ist fur die Analyse einiger Digitalisglykoside, vor allem in 
Arzneifertigpriparaten, die Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC) 
sehr erfolgreich angewendet worden, wobei zungchst Silulen mit Ionenaustauschern’, 
dann mit Silicagel’J und schliesslich mit reversed-phase (RP)s-s zum Einsatz ka- 
men. Dabei sind such die ZusammenhI%nge zwischen Polar&t des Cardenolides und 
seiner Retentionszeit, bzw. der Einfluss der Fliessmittelzusammensetzung auf das 
Trennergebnis eingehend studiert worden_ Fiir die Detektion zieht man gewiihnlich 
die UV-Absorption heran; eine betrachtliche Steigerung der Empfindlichkeit wird 
durch Derivatisierung vor’ oder nach”*r ’ der SHule erreicht. 

Allerdings beschr5nken sich praktisch alle bisherigen Veriiffentlichungen auf 
die Untersuchung der arzneilich bcdeutenden Glykoside (vor allem Digitotin, Di- 
gosin, Acetyldigoxin und Lanatosid C), wahrend die Analyse der tibrigen Cardeno- 
lide, deren Anteil in Digitalisblattern immerhin 30-70 % des Gesamtglykosidgehaltes 
bctragen kann”, mittels HPLC bisher uicht beschtiebcn wurde. Fur pflanzenphysio- 
logische und biochemische Untersuchungen ist aber gerade die Aualyse der Zusam- 
mensetzung des Glykosidgemisches in den Blattern (und nicht nur deren Gehalt an 
einzelnen, therapeutisch wichtigen Verbindungen) von besonderem Interesse. Bisher 
sind solche Bestimmungen durch Direktauswertung von Diinnschichtchromatogram- 
men durchgeflihrt worden I3 Fiir die Untersuchung der Glykosidbiogenese im Ver- _ 
laufe der Vegetationsperiode haben wir nun ein Verfahren eniwickelt, das es erlaubt, 
mittels HPLC alle mengenm%ssig bedeutenden Glykoside in den Bhlttem von Digi- 
ralis lanafa sowie einigen anderen Digitalis-Arten und in Digitalishybriden qualitativ 
und quantitativ zu erfassen. In der vorliegenden ersten Mitteilung berichten wit- zu- 
nachst iiber die Probenaufarbeitung und die qualitative Analyse_ 

EXPERKMENTELLES 

Get-& und AnaIpendaien 
Fliissigkeits-Chromatograph: 1084 B Hewlett-Packard. S%ulen: LiChrosorb 

RP-S (10 w) und RP-I8 (10 pm), L%nge 20 cm, Innendurchmesser 4.6 mm, Stahl. 
Mobile Phase: Wasser-Acetonitril(75:25; 63:37) isokratisch und Gradientenelution. 
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Temperatur: 40°C. Durchfluss: 1.5 ml/mm_ Variabler Wellenlangendetektor: Hew- 
lett-Packard_ Schreiber-Integrator: LC-Terminal 79850 B Hewlett-Packard_ 

Reagent ien 
Liisungsmittel: LiChrosolve (Merck, Darmstadt, B-R-D.). Chemikalien z. 

Analyse (Merck). Die fiir Vergleichszwecke verwendeten herzwirksamen Glykoside 
haben wir von den Fit-men Boehringer, Mannheim und Sandoz (Base& Schweiz) 
erhalten. 

Feingepulverte Digifalis-Blattdroge ( 1.500 g) werden in einem tarierten Rund- 
kolben mit 15.0 g heissem Ethanol (70 %, v/v) iibergossen und IS min unter Riick- 
llusskiihlung auf dem Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur fugt 
man 25.0 g Wasser und 10.0 g einer Losung von 15 g Pb(CH3C00)2 - 2H,O in 100 ml 
Wasser zu. ergsnzt mit Wasser auf 60.00 g und mischt gut durch. Hierauf wird der 
entstandene Niederschlag abzentrifugiert; von derklaren iiberstehenden Losung ver- 
setzt man 50.0 g mit 12 g einer Liisung von 10 g Na?HPO, - 2H10 in 100 ml Wasser. 
mischt gut durch und zentrifugiert. Von der iibersteheden klaren Losung werden 57.0 
z (entspr 1 _I5 g Digitalis-Blattdroge) mit 1 x 30 und 3 x 20 ml Chloroform- 
Isopropanol (32) ausgeschtittelt. Die vereinigten organischen Phasen bringt man 
unter vermindertem Druck bei maximal 4OC zur Trockne (Rotationsverdampfer) 
und lost den Rtickstand in 4.00 ml lMethano1 p-a. Die iiber iMillipore filtrierte Liisung 
wird fiir die HPLC-Analyse verwendet. 

ERGEBXISSE UND DISKUSSION 

Vorbereitttng der Proben _fiir die HPLC-Analyse 
Obwohl man grundsltzlich mit Methanol oder Methanol-Wassergemischen 

hergestellte Extrakte aus Digitalisblattem direkt fur die HPLC verwenden kann. so 
scheidet dieses Verfahren in der Praxis doch zumeist aus und zwar aus zwei Griinden: 
erstens enthzlt ein ungereinigter Blattextrakt betrgchtliche Mengen an Begleitstoffen 
(“Ballaststoffe”), von denen ein Teil als mit der Front wandernder peak erscheint, in 
dem aber einige Cardenolidglykoside “verschwinden”; zweitens belegt ein anderer 
Teil dieser Begleitstoffe die OberflPche des SCulenftillmaterials, sodass die SBulen sehr 
schnell unbrauchbar werden. Auf solche Schwierigkeiten haben tibrigens such Jure- 
nitsch et al.‘* bei ConvaIl-- ,ria-Analysen und Tittel und WagnerI bei anderen Herz- 
glykosiddrogen hingewiesen. Versuche zur Abtrennung der “Ballaststoffe” mittels 
Vors%ilen, Sep-Pak-Kartuschen oder Extrelut@-Saulen brachten keine brauchbaren 
Resultate. Beim Eluieren der SepPak-Kartuschen mit Methanol werden UV-absor- 
bierende Substauzen herausgelost; seIbst wenn man mit Methanol gewaschene Kar- 
tuschen beniitzt gelingt es nicht, Chlorophyll quantitativ von den herzwirksamen 
Glykosiden abzutrennen. 

Die besten Ergebnisse erhalt man, wenn man die seit langem bewfhrte Reini- 
gung von Blattausztigen mit Bleiacetat vornimmt. Dabei werden Chlorophyll und 
verschicdene phenol&he Begleitstoffe (Flavonoide, Gerbstoffe) ausgeGllt; aus dem 
Filtrat lassen sich die Cardenolidglykoside durch Ausschiitteln mit organischen 
Liisungsmitteln isolieren (Einzelheiten siehe Esperimentelles). 
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Fig. 1. Trennungeines Gemisches von reinen Digitalisglykosiden mittels HPLC. Bedingungen: LiChrosorb 
RP-IS Siule (10 pm): 4 min isokratisch Acetonitril-Wasser (25:75). dann Gradientenelution in 30 min bis 
AcetonitriCWasser (37~63); Fluss 1.5 ml/n& Detektor 230 nm. 1 = Digitalinum verum; 2 = Glucovero- 
doxin: 3 = Glucogitorosid: -I = Odorobiosid G; 5 = Lanatosid C; 6 = Glucoevatromonosid: 7 = 
Glucodigitoxigeninbisdigitoxosid: S = Lanatosid B; 9 = Acetylgitoxin; 10 = Lanatosid A: 1 I = Digi- 
to.xin. 

Qrralirarive HPLC-Ana&se 
Bei der Untersuchung des in den BlZttem von Digitalis-Arten vorkommenden 

Glykosidgemisches ist mit einem weiten PolaritStsbereich zu rechnen, der von stark 
hydrophilen Glykosiden wie z.B. Glucogitofucosid oder Digitalinum verum bis zu 
extrem lipophilen wie z.B. Digitoxin reicht. Wir haben deshalb das Verhalten ein- 
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Fig. 1. HPLC-Trennung der Giykoside in einem Blattextrakt von Digirulir fu~~rn EHRH. Bedingungen: 
LiChrosorb RP-SZule (10 pm); Grddientenelution 30 min Acetonitril-Wasser von (27:73) bis (37:63). Fluss 
1.5 ml/min; Detektor 230 nm. 1 = Digitalinum verum; 2 = Glucoverodoxin; 3 = Glucogitorosid; 4 = 
Glucolanadoxin; 5 = Glucodigifucosid: 6 = Odorobiosid G; 7 = Lanatosid C: S = Ghicoevatromo- 
nosid: 9 = Glucodigitoxigeninbisdigitozosid; 10 = Lanatosid B; 11 = Lanatosid A; 11 = Digitoxin: 13 
= nicht identifiziert. 
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Fig_ 3. HPLC-Trennung der GISkoside in rinem Blartextmkt van DigiraIis irq-woudii P. et Silta. Be- 
dingungen wie in Fig_ 2. 1 = De @alinum berum; 3 = Glucoverodo.xin; 3 = Glucogitorosid: 1 = Glucola- 
nadotin: 5 = Glucodi@fucosid: 6 = Odorobiosid G: 7 = Glucoevatromonosid; S = Glucodi@toxi~,snin- 
bisdi$toxosid: 9 = Lanatosid B: 10 = Lanatosid X; 11 = Digito.xin. 

zelner Glykoside unterschiedlicher Polari& bei verschiedenen Bedingungen gepriift. 
Hierbei enviesen sich RP-8- und RP-18-SZulen als besonders geeignet; fiir die mobile 
Phase kamen vor allem die Gemische Acetonitril-Wasser und Tetrahydrofuran- 
Dioxan-Wasser zur Anwendung. mit denen die besten Resultate erzielt wurden. Al- 
lerdings gelingt unter isokratischen Bedingungen keine viillige Trennung. 1q jeweils 
kritisch Substanzpaare auftreten [Beispiele: Lanatosid C und Digoxigetin oder La- 
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Fig_ 4. HPLC-Trennung der Glykoside in einem BIattextrakt der Hybride Digiraliv hrpoodii _r D&$alis 
Iatrara. EMingungen wie in Fig. 2.1 = Digitalinum verum- ,1 = Gluco\erodo.xin; 3 = Glucogitorosid; 3 = 
GIucolanado.xin: 5 = Glucodigifucosid; 6 = Odorobiosid G; 7 = Glucoevatromonosid; S = Glucodiai- 
to.xigeninbisdigitoxosid; 9 = Lanatosid B; 10 = nichl identitiziert; 11 = Lanatosid A: 12 = Ace&i- 
loxin; i> = Digitoxin. 
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Fig. 5. HPLC-Trennung der Glykoside in einem Blattextrakt van Digirufi, furw L. Bedingungen wie in 
Fig_ 2. 1 = Digitalinum vet-urn; 2 = Glucoverodoxin; 3 = Glucogitorosid: 4 = Glucolanadosin; 5 = 
Lanntosid C: 6 = Glucoevatromonosidr 7 = Glucodigitoxi_geninbisdigitoxosid: 8 = Lanatosid 9: 9 = 
Acetglgitosin: 10 = Lanatosid A: 11 = Digitoxin: 12 = nicht identifiziert. 

natosid B und Lanatosid E an RP-l%Saulen bei Verwendung von Acetonitril- 
Wasser (37:63)]. Durch Gradientenelution kann man diese Schwierigkeitec ausschal- 
ten und zu einer vollstindigen Auftrennung des in Blattextrakten vorliegenden Gly- 
kosidgemisches gelangen Von den als Referenz verwendeten Digitalisglykosiden ha- 
ben wir 2-5 ~1 einer 0.08 %igen methanolischen Losung eingespritzt, von den gerei- 
nigten Blattextrakten wurden 2-10 ~1 einer methanolischen LGsung verwendet, ent- 
sprechend CQ. 0.5-2.5 mg trockener Blattdroge. Als Messwellenhinge haben wir 230 
nm gewahlt, obwohl dies nicht dem Absorptionsmaximum der Cardenolide (21 S-220 
run) entspricht. WHhrend man bei reinen Glykosiden noch relativ gut bei 220 nm 
arbeiten kann5-‘, empfiehlt es sich bei gereinigten Drogenextrakten und bei Gra- 
dientenelution die Detektion bei 230 nm vorzunehmen, da das Signal-Rausch-Ver- 
hiltnis hier giinstiger liegt. Lindner und Frei3 haben schon frtiher fur die Messung 
den Bereich von 225 + 10 nm vorgeschlagen und such Emi und Frei6 haben etliche 
Chromatogramme bei 230 nm aufgenommen. Die Fig. l-5 zeigen die Trennungen der 
wichti_sten in Digitalis larIata EHRH., Digitaiis heywoodii P. et Silva und Digitalis 
Iutea L. vorkommenden Glykoside. Die Identitgt jeder Substanz bzw. jedes peaks 
wurde durch Cochromatographie mit authentischem Material gesichert. 

Die ausgezeichneten Resultate, die man durch Derivatisierung der Glykoside 
vor der !Ziule erh%lt -Umwandlung in die CNitrobenzoylester nach Nachtmann et 
aL9- lassen sich nach unseren Erfahrungen nicht auf Gesamtextrakte iibertragen. 
Offenar enthalten selbst gereinigte Extrakte noch betrgchtliche Mengen an acylier- 
baren Begleitstoffen, die bei der HPLC-Analyse als nicht identihzierbare peaks er- 
scheinen16_ Wir ziehen deshalb bei der Untersuchung von Blattextrakten die Analyse 
der underivatisierten Cardenolide vor, wahrend wir bei der Priifung von Reinglyko- 
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sidprsparaten die HPLC-Trennung der 4-Nitrobenzoylderivate als besonders vorteil- 
haft ansehen. 

In der zweiten Mitteihmg berichten wir tiber die quantitative Bestimmung der 
hemvirksamen Glykoside in Digitalisblattern mitt& HPLC 
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