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SUMMARY 

High-performance liquid chromatographic separation o f  the cardiac glycosides of  Con- 
vallaria majalis L. by coupling "'reversed-phase" columns of  different polarity 

A systematic investigation of high-performance liquid chromatographic 
(HPLC) conditions employing 27 cardenolide glycosides of Convallaria majalis show- 
ed that LiChrosorb RP-2 possesses the best separation efficiency for the "polar"  
glycosides whereas LiChrosorb RP-8 can be used for analysis of the "less polar" 
fraction. For crude extracts from Convallaria majalis the best results were obtained by 
coupling of a LiChrosorb RP-2 precolumn and two analytical columns (LiChrosorb 
RP-2 and LiChrosorb RP-8) in series in combination with stepwise gradient elution 
with acetonitrile-water. A comparison of the new method with the paper chromato- 
graphic technique currently used showed that the HPLC method gives much more 
information about the composition of these complex mixtures of cardiac glycosides. 
It also offers great advantages for the quantitative determination of single cardenoli- 
des in Convallaria majalis L. 

EINLEITUNG 

Das Maigl6kchen (Convallaria majalis L.) wird seit langem wegen seines 
Gehaltes an herzwirksamen Cardenolidglykosiden 1-14 pharmazeutisch verwendet. 
Ftir die Qualit/itskontrolle zog man zun~ichst biologische Verfahren oder die 
photometrische Bestimmung des Gesamtcardenolidgehaltes heran (vgl. Lit. 15-18). 
Aussagekr~iftiger ist die auch heute noch h~iufig angewendete 19-21 Methode nach 
Wichtl et al. 15, welche die Erfassung der Convallariaglykoside nach 
papierchromatographischer Trennung in 6 bzw. 7 Zonen vorsieht. Dieses Verfahren 
kann jedoch in Anbetracht der grossen Anzahl an inzwischen neu gefundenen 

* Auszugsweise vorgetragen beim "'International Research Congress on Natural Products as Medicinal 
Agents", Strasbourg, 6.-I I. Juli 1980; Teil der Diplomarbeiten R. Kern und E. Bamberg-Kubelka, Univer- 
sit,it Wien, 1979 und 1980. 
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C o n v a l l a r i a - C a r d e n o l i d e n  13 (vgl.  T a b e l l e  I)  n i c h t  m e h r  b e f r i e d i g e n .  D a  a u c h  die  

D i i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i e  e ine  z u  g e r i n g e  T r e n n k a p a z i t / i t  a u f w e i s t  ( k u r z e  

L a u f s t r e c k e ,  s t 6 r e n d e  Ba l l a s t s to f f e ) ,  k 6 n n e n  e i n i g e r m a s s e n  s i c h e r e  A u s s a g e n  t ibe r  

d e n  G e h a l t  a n  e i n z e l n e n  G l y k o s i d e n  n u r  d u r c h  p h o t o m e t r i s c h e  M e s s u n g  n a c h  

k o m b i n i e r t e r  A n w e n d u n g  v o n  S/ iulen- ,  D i i n n s c h i c h t -  u n d / o d e r  P a p i e r c h r o m a t o g r a -  

p h i e  g e m a c h t  w e r d e n .  

E i n e  w e s e n t l i c h e  V e r b e s s e r u n g  v e r s p r a c h  d e r  E i n s a t z  d e r  H o c h l e i s t u n g s f l i i s -  

s i g c h r o m a t o g r a p h i e  ( H P L C ) ,  d ie  in  l e t z t e r  Z e i t  v e r s c h i e d e n t l i c h  f t i r  d ie  A n a l y s e  v o n  

TABELLE I 

STRUKTUR DER IN DER VORLIEGENDEN ARBEIT VERWENDETEN HERZWIRKSAMEN 
GLYKOSIDE, GEORDNET IN DER AN "'REVERSED PHASE" HPLC-SYSTEMEN AUFTRE- 
TENDEN ELUTIONSFOLGE 

Allose = fl-D-Allopyranosyl; AUM = 6-Desoxy-fl-D-allopyranosyl; Arab = ~-L-Arabinopyranosyl; Glu 
= fl-D-Glucopyranosyl; GuM = 6-Desoxy-fl-D-gulopyranosyl; Rh = 6-Desoxy-~-L-mannopyranosyl. 

R 3.. CH3 

R 2 

~ 0  

Glykoside R l R 2 R 3 R 4 Lit. 

Glykosid P2 CH 3 OH OH Allose- 13 
Glykosid K CH2OH OH OH Rh- 13 
Thollosid CHO OH OH Rh- 13 
Glykosid L CH2OH OH OH GuM- 13 
Glykosid G CH2OH H OH Rh- 13 
Glykosid Px CH 3 OH OH Rh-AIlM- 13 
Lokundjosid CH 3 OH OH Rh- 8 
Glykosid E 3 CHO OH OH GuM- 13 
Glykosid E t CH 3 OH OH GuM- 13 
Rhodexosid CH 3 H OH Glu-Rh- 10 
Rhodexin A CH 3 H OH Rh- 10 
Convallatoxolosid CH2OH OH H Glu-Rh- 7 
Convallosid CHO OH H Glu-Rh- 3 
Convallatoxol CH2OH OH H Rh- 4 
Desglucocheirotoxol CH2OH OH H GuM- 11 
Glykosid U CHO OH H Arab-AllM- 13 
Glykosid H 1 CHO OH H Glu-Rh- 13 
Convallatoxin CHO OH H Rh- 1,2 
Strophanollosid CH2OH OH H AllM- 12 
Glykosid F CHO OH H Rh-AllM- 13 
Desglucocheirotoxin CHO OH H GuM- 5 
Glykosid S CH2OH H H Glu-Rh- 13 
Glykosid Z CH2OH H H Rh-AIlM- 13 
Strophallosid CHO OH H AI1M- 12 
Periplorhamnosid CH 3 OH H Rh- 9 
Perigulosid CH a OH H GuM- 11 
Peripallosid CH 3 OH H AllM- 12 
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Cardenoliden (meist Digitalisglykosiden) und Bufadienoliden herangezogen wur- 
de 22-34. Der weitaus gr6sste Teil dieser Arbeiten setzt sich mit der Trennung einer 
beschrankten Zahl dieser Verbindungen auseinander, wobei, neben dem Einsatz ver- 
schiedener Sorbentien und mobiler Phasen auch durch Derivatisierung versucht 
wurde, die Selektivit~it, Aufl6sung und Nachweisgrenzen zu optimieren. Mit der Er- 
fassung der herzwirksamen Glykoside in pflanzlichen Drogen besch~iftigten sich bis- 
her nur wenige Autoren, wobei neben Digitalis lanata kiirzlich auch Urginea mari- 
tima, Nerium oleander und Nerium odorum untersucht wurden 25,a5-39. 

Fiir die HPLC-Bestimmung der Cardenolide in Convallaria majalis war das 
Hauptgewicht auf die Entwicklung eines Systems mit hoher Trennkapazit/it zu 
richten, welches weitgehend die Erfassung der einzelnen Cardenolidglykoside 
(Tabelle I) erlaubt. Im Hinblick auf eine m6glichst einfache apparative Anordnung 
sollte alleine mit UV-Detektion ohne jede Derivatisierung das Auslangen gefunden 
werden. 

EXPERIMENTELLES 

Apparaturen 
Fliissigkeits-Chromatograph Perkin-Elmer Series 3 + Rheodyne Injektor 

(175-#1 Schleife); Detektor Perkin-Elmer LC 65 T, Wellenl/inge 221 nm; Integrator 
Perkin-Elmer M 2; Schreiber Perkin-Elmer 023. 

S/iulen (Knauer, Oberursel, B.R.D.) 250 x 4.6 mm I.D.: LiChrosorb RP-2 (10 
/lm), LiChrosorb RP-8 (7 #m), LiChrosorb RP-18 (7 pm). Vors/iule (40 x 4.6 mm 
I.D.): LiChrosorb RP-2 (5 pm). Bei Analysen mit S/iulenkombinationen wurden die 
einzelnen S/iulen unter Verwendung totvolumenfreier Zwischenstiicke jeweils in Serie 
geschaltet. 

Mobile Phase: Acetonitril (HPLC Grade S, Rathburn Chemicals, Walkerburn, 
Grossbritannien)-Wasser; Zusammensetzung und Durchflussraten vgl. Legenden zu 
den Abbildungen. 

Substanzen: S~imtliche in dieser Arbeit verwendeten Reinglykoside wurden im 
Institut fiir Pharmakognosie der Universit/it Wien aus Convallaria majalis L. isoliert 
(vgl. z.B. Lit. 13). 

Testlfsungen: Pro Analyse injizierten wir 1-10 #g je Reinglykosid, gel6st in 30 
#1 70 %igem ,~thanol. 

Papierchromatographie: Die Aufbereitung der Convallaria-Droge und die pa- 
pierchromatographische Trennung der Cardenolide fi~hrten wir Jaach der Vorschrift 
von Wichtl et al. ~5 durch. Nach Markieren der einzelnen Zonen an Hand des be- 
spriihten Leitchromatogrammes schnitten wir die einzelnen Zonen in etwa 1 cm 2 
grosse Stiicke und eluierten eine Stunde lang unter h~iufigem Umschwenken mit Me- 
thanol. Nach Filtrieren der L6sung wurde unter vermindertem Druck zur Trockene 
eingedampft und die einzelnen Riickst/inde in je 1.0 ml 70 %igem ~,thanol aufgenom- 
men. Von diesen L6sungen wurden 30 #1 zur HPLC-Messung verwendet. 

Diinnschichtchromatographie: Lokundjosid/Glykosid P1/Glykosid E 3 bzw. 
Convallatoxin/Glykosid H1/Strophanollosid und Desglucocheirotoxin/Glykosid S 
lassen sich mit folgendem DC-System trennen: Kieselgel 60 F254 Fertigplatten 
(MERCK, Darmstadt, B.R.D.); Mobile Phase: Chloroform-Methanol-Wasser 
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(70:30:10; Unterphase), hRF-Werte: Lokundjosid = 47, Glykosid P1 = 29, Glykosid 
E 3 = 42; Convallatoxin = 60, Strophanollosid = 53, Glykosid H 1 = 20; Desgluco- 
cheirotoxin = 64, Glykosid S = 18; Detektion: Bespriihen der auf 103-105°C erhitz- 
ten Platte mit Vanillin-Schwefels~iure-Reagens (0.1 g Vanillin + 4 ml Athanol + 16 
ml konz. Schwefels~iure). Die angefiihrten Cardenolide zeigen --je nach Aglykon-- 
unterschiedliche F~irbungen, weshalb auch die Substanzen mit ahnlichem hR~-Wert 
eindeutig zugeordnet werden k6nnen. 

ERGEBNISSE U N D  DISKUSS1ON 

Nachdem entsprechende Vorversuche gezeigt hatten, dass sich ftir die HPLC- 
Trennung der Convallariacardenolide in erster Linie "reversed phase" Systeme mit 
Acetonitril-Wasser als mobile Phase eignen 3°, tiberprtiften wit zun~ichst die --teil- 
weise differierenden-- Literaturangaben 22'23'3°'4° beztiglich des Absorptionsmaxi- 
mums in diesem L6sungsmittel. Sowohl bei "stop flow" Messungen im HPLC-Sy- 
stem als auch bei direkter Aufnahme der UV-Spektren lag das durch den unges~ittig- 
ten Laktonring bedingte Maximum, das in methanolischer L6sung bei 217 nm auf- 
tritt, in Acetonitril-Wasser (20:80) bei 221 nm. Wir detektierten daher bei allen fol- 
genden HPLC-Messungen, bei denen ausschliesslich Acetonitril-Wasser als mobile 
Phase diente, bei 221 nm. Nun wurde mittels einer L6sung von sieben Glykosiden 
(Lokundjosid, Convallosid, Convallatoxol, Desglucocheirotoxol, Convallatoxin, 
Desglucocheirotoxin und Periplorhamnosid) versucht, optimale Trennbedingungen 
zu finden. In erster Linie prtiften wir den Einfluss der Polarit~it der station~iren Phase, 
indem wit das Testgemisch an LiChrosorb RP-18, RP-8 und RP-2 chromatographier- 
ten. Dabei variierten wir zun~ichst im isokratischen Betrieb die Eluenszusammenset- 
zung und -geschwindigkeit, aber auch die S~iulentemperatur. Bei Verwendung von 
LiChrosorb RP-18 liessen sich die meisten Komponenten des Testgemisches gut tren- 
nen. Desglucocheirotoxol und Convallatoxin jedoch wiesen unter allen Versuchsbe- 
dingungen nahezu gleiche Retentionszeit auf. Da wir uns in diesem Fall von einer 
Anhebung der S~iulentemperatur keine Verbesserung der Trennung versprachen, 
setzten wir die Untersuchungen an LiChrosorb RP-8 fort: Mit Acetonitril-Wasser 
(23:77) konnte nunmehr das Paar Desglucocheirotoxol/Convallatoxin bei Durch- 
flussraten von 0.9, 1.0, 1.2 und 1.5 ml/min getrennt erfasst werden, w~ihrend h6here 
Flussgeschwindigkeiten auch bei gleichzeitigem Absenken der Acetonitril-Konzen- 
tration zu einer Verschlechterung der Aufl6sung fiihrten; keine Trennung der beiden 
Substanzen war bei Erh6hung der S~iulentemperatur zu erzielen. Auch bei Zusatz 
weiterer Cardenolide fanden wir unter diesen Bedingungen noch zufriedenstellende 
Trennleistungen (Fig. 1). Als Nachteil erwiesen sich die niedrigen Kapazit~itsverh~ilt- 
nisse der polaren Glykoside: Glykosid G und Lokundjosid konnten nicht einzeln 
erfasst werden. Im Bereich der weniger polaren Glykoside stellten Desglucocheiroto- 
xin und Glykosid U ein kritisches Paar dar. 

Wir setzten daher LiChrosorb RP-2 ein, wobei wir vor allem in bezug auf die 
mit kurzer Retentionszeit eluierten Glykoside eine Verbesserung der Selektivit~it er- 
hofften. Zunachst ergab das an LiChrosorb RP-8 vollstandig trennbare Cardenolid- 
gemisch (Fig. 2) bei Verwendung von Acetonitril-Wasser (23:77) nur noch 9 Peaks, 
allerdings wiesen die Chromatogramme im Bereich der mit kurzer Retentionszeit 
eluierten Verbindungen eine deutlich verbesserte Aufl6sung auf. Die vorerst nicht 
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Fig. 1. HPLC-Trennung von 10 Cardenolidglykosiden aus Convallaria majalis bei isokratischer Arbeits- 
weise. S~ule: LiChrosorb RP-8 (7/~m), 250 × 4.6 mm I.D. Mobile Phase: Acetonitril Wasser (23:77), 1.5 
ml/min. Temperatur: 22°C. 

getrennten Komponenten Convallosid und Rhodexin A konnten nach Senken der 
Acetonitril-Konzentration auf 18 ~ einzeln erfasst werden, was jedoch mit einer dras- 
tischen Verl~ingerung der Gesamtanalysenzeit verbunden war (Fig. 2). Auch an RP-2 
bildeten Lokundjosid/Glykosid G bzw. Desglucocheirotoxin/Glykosid U kritische 
Paare. Die L6sung dieses Trennproblems versuchten wir durch Einsatz der Gradien- 
tentechnik zu erreichen. 

W~ihrend an LiChrosorb RP-8 weder mit Lineargradienten noch mit Stufen- 
gradienten eine Verbesserung der Trennleistung gegentiber isokratischem Betrieb ein- 
trat, fanden wir an LiChrosorb RP-2 bei Anwendung eines Stufengradienten sowohl 
hinsichtlich der Auftrennung der polaren Glykoside als auch in bezug auf die Gesamt- 
analysendauer gOnstigere Bedingungen vor. Die kritischen Paare Lokundjosid/Gly- 
kosid G und Desglucocheirotoxol/Glykosid U konnten nunmehr getrennt erfasst wer- 
den und auch die Chromatographie eines nach Wichtl e t  a l .  ~ 5 bereiteten vorgereinigten 
Drogenauszuges lieferte zufriedenstellende Ergebnisse (Fig. 3). Beim Zuspritzen wei- 
terer Reinglykoside stellten wir aber fest, dass die Glykoside K, P2 und L~ ebenso wie 
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Fig. 2. HPLC-Trennung von 10 Convallariaglykosiden an LiChrosorb RP-2. Saule: LiChrosorb RP-2 (10 
#m), 250 x 4.6 mm I.D. Mobile Phase: Acetonitril-Wasser (18:82), 1 ml/min. Temperatur: 22°C. 

Thollosid, Glykosid L und K bzw. auch die Glykoside G, E a und P~ mit nahezu 
gleichen Retentionszeiten eluiert werden. 

Obszwar diese einfachen HPLC-Systeme einen wesentlich besseren Einblick in 
die Zusammensetzung natiirlicher Gemische von Convallaria-Cardenoliden erlaubten 
als andere chromatographische Verfahren, hatten sich auch gewisse Nachteile ge- 
zeigt. So mussten wir bei der Messung yon mit Bleif/illung vorgereinigten Drogenex- 
trakten nach c a .  50 Analysenl/iufen ein drastisches Absinken der Aufl6sung durch 
verschmutzte S/iulenk6pfe feststellen. Der mit Bleiacetat nicht entfernte Begleitstoff- 
anteil wirkte sich hinsichtlich der Auswertbarkeit der Chromatogramme nachteilig 
aus, da im Bereich der ohnehin schwierig zu trennenden polaren Glykoside st6rende 
Peaks auftraten. Zur L6sung dieser Probleme bot sich zunachst der Einbau von 
Vors~iulen an, die eine rasche Reinigung verschmutzter S/iulenk6pfe erlauben; die 
zur Verbesserung der Trennung im ersten Teil des Chromatogrammes notwendige 
Erh6hung der Trennstufenzahl hofften wir durch Serienschaltung zweier analytischer 
Trenns~iulen zu erreichen. 

W/ihrend der Einbau einer mit LiChrosorb RP-2 gefiillten Vors/iule keinen 
signifikanten Einfluss auf die Trennleistung ergab und sich somit for die Analyse 
verunreinigter Drogenextrakte empfahl, kam es bei Kopplung mit einer weiteren 
analytischen LiChrosorb RP-2.S~iule zu einer starken Peak-v~rbreiterung und damit 
drastischen Abnahme der Aufl6sung. Bessere Ergebnisse erzielten wir bei Anwen- 
dung eines Stufengradienten durch Serienschaltung der LiChrosorb RP-2 Vorsaule 
mit zwei analytischen S/iulen, von denen die eine mit LiChrosorb RP-2 und die 
andere mit LiChrosorb RP-18 gefiillt war (Fig. 4). Die im ersten Abschnitt des Chro- 



HPLC DER GLYKOSIDE VON CON VALLAR1A MAJAL1S 131 

c ~  
H 

8 
r~  cz 

4 = 3  8 

w ca 

2 2 8 S 
m co ~ ~c 
c~ o c~ > 

~ x z 

: j, 
4,, ~ == R 
~', ~ 8 ~  8 

>-51 S~- s 
E 

8 8 8 S = - 
t r  

S ~ 8 

/ MIN 

laZ ~ 
16% ~ ~  18% 

0 25 MIN 50 

Fig. 3. HPLC eines Drogenauszuges aus Convallaria majalis. S/iule: LiChrosorb RP-2 (10/~m), 250 × 4.6 
mm I.D. Mobile Phase: Acetonitril-Wasser, Gradient 16:84 bis 18:82 mit 0.2 ~/min,  nach 25 min mit 
0.4~/min bis Ende der Analyse, Fluss: 1 ml/min. Temperatur: 22°C. 

matogramms auftretenden polaren Glykoside lagen nun fiber einen gr6sseren Reten- 
tionsbereich verteilt vor, Convallatoxol und Convallosid, beides Hauptkomponenten 
natfirlicher Gemische von Convallariaglykosiden, waren fast vollst~indig getrennt 
und Desglucocheirotoxin und Glykosid F konnten einzeln nachgewiesen werden. 

Eine noch gr6ssere Trennsch~irfe erzielten wir bei Austausch der LiChrosorb 
RP-18 gegen eine LiChrosorb RP-8 S~iule. Diese S~iulenkombination RP-2/RP-8 
stellte sowohl hinsichtlich der Trennung der polaren als auch der unpolaren Conval- 
lariaglykoside den gfinstigsten Kompromiss dar. Vor allem Convallatoxol und Con- 
vallosid waren fast bis zur Basislinie aufgetrennt und auch zwischen Desglucocheiro- 
toxol, Glykosid U und Convallatoxin waren Minima vorhanden, die eine quantitati- 
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Fig. 4. HPLC eines Drogenauszuges von Convallaria majalis unter Verwendung einer RP-2/RP-18 S~iulen- 
ko.rnbination .Saulen LiChrosorb RP-2 (5 #m), 40 x 4.6 mm I.D. (Vorsaule), LiChrosorb RP-2 (10/tm), 
250 × 4.6 mm I.D. und LiChrosorb RP-18 (7 k~m), 250 × 4.6 mm I.D. in Serie geschaltet. Mobile Phase: 
Acetonitril-Wasser, Gradient 16:84 bis 18:82 mit 0 .2~/min,  nach 25 min mit 0 .4~/min  bis Ende der 
Analyse, Fluss: 1 ml/min. Temperatur: 22°C. 

ve Auswertung mittels Integrator erlaubten (Fig. 5). Durch die Verl~ingerung der 
Trennstrecke wurde ausserdem eine gute Abtrennung der mit kurzer Retentionszeit 
eluierten Begleitstoffe erreicht. Das Chromatogramm einer Mischung von Hauptgly- 
kosiden und solchen Cardenoliden, die --soweit bisher bekannt-- nur in sehr kleinen 
Mengen in Convallaria majalis enthalten sind, zeigt allerdings noch verbleibende 
Trennprobleme auf (Eig. 5): So besitzt Lokundjosid die gleiche Retentionszeit wie die 
Nebenglykoside P1 und E 3, Convallatoxin tiberdeckt die Nebenglykoside H1 und 
Strophanollosid; Desglucocheirotoxin und Glykosid S konnten ebenfalls nicht ein- 
zeln erfasst werden. Diese Substanzen lassen sich allerdings dtinnschichtchromato- 
graphisch trennen, wodurch eine entsprechende Kontrolle des HPLC-Eluates m6g- 
lich ist. 
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Fig. 5. HPLC-Trennung yon 27 Reinglykosiden aus Convallaria majalis unter Verwendung einer RP- 
2/RP-8 S~iulenkombination. S~ulen: LiChrosorb RP-2 (5 ~m}, 40 × 4.6 mm I.D. (Vors~iule), LiChrosorb 
RP-2 (I0/~m), 250 x 4.6 mm I.D. und LiChrosorb RP-% (7 pro), 250 x 4.6 mm I.D, in Serie geschaltet. 
Mobile Phase: Acetonitril-Wasser, Gradient, Fluss und Temp. vgl. Fig. 4. 

Eindrucksvoll l~isst sich die Leistungsf~ihigkeit des neuen HPLC-Verfahrens 
durch Vergleich mit der bisher for die Einzelglykosidbestimmurtg eingesetzten Me- 
thode 15 demonstrieren. Dazu wurde ein Drogenauszug papierchromatographisch ge- 
trennt und die einzelnen Zonen wie fiJr die photometrische Cardenolidbestimmung 
ausgeschnitten. Die HPLC-Trennung der Cardenolide ergab, dass in den PC-Zonen 
jeweils bis zu 6 Komponenten vorlagen (Fig. 6). Auffallend war die geringe Trenn- 
scharfe der Papierchromatographie: so konnte das in Zone C auftretende Convallato- 
xin auch in den benachbarten Zonen B und D detektiert werden, ~ihnliches gilt beztig- 
lich Lokundjosid, Glykosid E 1, Desglucocheirotoxin und Desglucocheirotoxol. 

Die durch Serienschaltung unterschiedlich polarer HPLC-S~iulen erzielte Tren- 
nung der herzwirksamen Glykoside yon Convallaria majalis stellt somit im Vergleich 
zum papierchromatographischen Verfahren eine deutliche Verbesserung dar. Wegen 
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Fig. 6. Ergebnisse der HPLC-Analysen eines papierchromatographisch fraktionierten Convallaria-Ex- 
traktes. 

der relativ kurzen Analysendauer und der M6glichkeit, auch bei Vorliegen extremer 
Konzentrationsunterschiede die einzelnen Substanzen zu erfassen, eignet sich das 
HPLC-Verfahren vorziiglich fiJr die quantitative Erfassung der Herzglykoside in 
Convallaria-Drogen 4~ . 

ZUSAMMENFASSUNG 

Im Laufe einer systematischen Untersuchung zur Trennung der Cardenolide 
von Convallaria majalis L. mittels HPLC wurden 27 Reinglykoside beriicksichtigt. 
Die station/ire Phase LiChrosorb RP-2 zeigte sich fiir die Trennung der "polaren" 
Glykosidfraktion besonders geeignet, w~ihrend sich LiChrosorb RP-8 eher fiir die 
Untersuchung der "schw~icher polaren" Glykoside bew/ihrte. Da jedoch eine einzige 
S/iule far die Auftrennung des gesamten Komplexes nicht ausreichte, wurde durch 
Serienschaltung unterschiedlich polarer "reversed phase" S/iulen die Trennstrecke 
verlangert. Am besten geeignet erwies sich das Hintereinanderschalten einer LiChro- 
sorb RP-2 Vors/iule und zweier analytischer S/iulen (Lichrosorb RP-2 und RP-8) in 
Kombination mit einem Stufengradienten von Acetonitril-Wasser. Neben einer Be- 
sprechung von Vor- und Nachteilen der untersuchten Systeme wird auch ein Ver- 
gleich mit der bisher verwendeten Papierchromatographie beschrieben. Das neue 
HPLC-Verfahren erlaubt einen wesentlich besseren Einblick in die Zusammenset- 
zung dieser komplexen Substanzgemische; es erm6glicht erstmals die Trennung der 
Hauptglykoside sowie der Mehrzahl der Nebenkomponenten in einem Arbeitsgang. 
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