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

1. Quantitative Analyse
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Institur fiir Pharma-eutische Biologie der Philipps-Universitat, Dewtschhausstrasse 17'/,, D-3330 Mar-
burgtL. (B.R.D.)

(Eingegangen am 27. April 1982; geiinderte Fassung eingegangen am 25. Mai 1982)

In einer ersten Mitteilung! haben wir iiber die qualitative Analyse von Digita-
lis-Blattextrakten mittels Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC) be-
richtet. Wie dort bereits angekiindigt wollen wir nun die Bedingungen fiir die quanti-
tative Analyse mitteilen.

Um Schwankungen in der Volumendosierung bei der Probeneingabe auszu-
schalten haben wir fiir die quantitative Bestimmung einen internen Standard gewahit.
Nach zahireichen Vorversuchen haben wir bei isokratischem Betrieb mit Acetonitril—
Wasser (30:70) Hexobarbital (1,5-Dimethyl-6-[1-cyclohexenyl]-barbitursidure), sowie
bei der Gradientenelution Diazepam (7-Chlor-1-methyl-2-oxo0-3H-1.4-
benzodiazepin) als besonders geeignet befunden. Beide Substanzen weisen in den
verwendeten Fliessmitteln ein Absorptionsmaximum von 225 nm auf und interferie-
ren praktisch nicht mit einem der Digitalisglykoside. Wahrend Diazepam universell
anwendbar ist, kann bei der Benutzung von Hexobarbital unter bestimmten Beding-
ungen ein Uberlappen des peaks von Glucoevatromonosid mit dem des Hexobarbi-
tals beobachtet werden. Da die meisten Cardenolidglykoside in Acetonitril-Wasser

sung liegt es ber 218-219 nm) haben wir als Messwellenliinge bei der quantitativen
Bestimmung durchwegs 225 nm gewiihlt.

Zunichst haben wir mit 11 Digitalisglykosiden, die uns in ausreichender Men-
ge als analysenreine Substanzen zur Verfiigung standen eine Calibrierung vorgenom-
men und hierauf unter konstanten Bedingungen mit Glykosidgemischen. die mengen-
mdssig unterschiedlich zusammengesetzt waren, Calibrierungslaufe mehrfach wieder-
holt, wobei die Wiederfindungsraten zwischen 94.5 und 99.1 ¢/ lagen. Unter Zugrun-
delegung der bei Gradientenbetrieb ansteigenden Basislinie haben wir das Rechen-
programm des Gerites so festgelegt. dass die einzelnen Zihlwerie (counts) unter
Beriicksichtisung der Calibrierung und des inneren Standards direkt in mg/100 g
Blattdroge umgerechnet werden. Da das Gerit auch die counts jedes einzelnen peaks
ausdruckt, ist immer eine zusidtzliche Kontrolle méglich.
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EXPERIMENTELLES

Gerar und Analysendaten
Wir verwendeten einen 1054 B Hewlett-Packard Flﬁ(cigkeim-(“hromaggg_r ph,

GRILAGIEAR 28232 I GS&: g i=d) fled RE =

und LiChrosorb RP-8 (10 um) und RP-18 (10 um) Sdulen, Lange 20 cm x 4.6 mm
1.D.. Stahl. Mobile Phase: Wasser—Acetonitril, Gradlemeneluuon von (75:27) nach
(61:39) innerhalb 35 min, linearer Anstieg. Temperatur: 40°C. Durchfluss: 1.5 m}l/
min. Variabler Wellenldngendetektor: Hewlett-Packard 1030 B. Schreiber—Integrator:
LC-Terminal 79550 B Hewlett-Packard. Injizierte Probenmenge: 10-30 pul, ent-
sprechend ca. 2.7-5.1 mg Blattdroge.

Reagentien

Losungsmittel: LiChrosoiv (Merck, Darmstadt, B.R.D.). Chemikalien z. Ana-
Iyse (Merck). Die fiir Vergleichszwecke verwendeten herzwirksamen Glykoside ha-
ben wir von den Firmen Boehringer (Mannheim, B.R.D.) und Sandoz (Basel,
Schweiz) erhalten.

Probenvorbereitung

Feingepulverte Digitalis-Blattdroge (1.500 g) werden in einem tarierten Rund-
kolben mit 15.0 g heissem Ethanol (70 %) tibergossen und 15 min unter Riickflusskiih-
lung auf dem Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur fiigt man 25.0
g Wasser und 10.0 g einer Losung von 15 g Pb(CH;COO), -2H,O0 in 100 ml Wasser
zu. erginzt mit Wasser auf 60.00 ¢ und mischt gut durch. Hierauf wird der entstande-
ne Niederschlag abzentrifugiert; von der klaren iiberstehenden Losung versetzt man
50.0 g mit 12 g einer Lésung von 10 g Na,HPO; - 2H,0 in 100 ml Wasser, mischt gut
durch und zentrifugiert. Von der iiberstehenden klaren L6sung werden 57.0 g (entspr.
1.15 g Digitalis-Blattdroge) mit 1 x 30 und 2 x 20 ml Chloroform-Isopropanol (3:2)
ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen bringt man unter vermindertem
Druck beil maximal 40° C zur Trockne (Rotationsverdampfer), 16st den Riickstand in
3.00 ml Methanol p.a. und setzt 1.00 ml einer frisch bereiteten Lsung von 40.00 mg
Diazepam/100 ml Methanol p.a. (enispr. 0.4 mg Diazepam) zu. Die Losung wird iiber
Millipore filtriert; je nach Digitalis-Art werden fiir die HPLC-Analyse 10, 20 oder 30
ul verwendet. Die Menge des internen Standards kann bei Bedarf auch reduziert

werden.

Messung :

Unm sich iiber die Trennung der Glykoside und den Verlauf der Basislinie einen
Uberblick zu verschaffen wird zunichst ein Testchromatogramm angefertigt. Hierauf
cibt man dem Rechner die aus dem Eichlauf (calibration run) errechneten Faktoren
iMenge/Peakflache; amount/area], die zu erwartenden -Retentionszeiten sowie die
sich aus dem Testlauf ergebende Integrationsart: bei nicht vollstandig getrennien
peaks (Tangentenverfahren, bzw. Lot zur Basislinie) ein. Dxe peaks von nicht _cali-
brierten Substanzen wurden als Digitoxin berrechnet. g
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Quantitative HPLC-Analyse

In Fig. 1 wird das fiir die Calibrierung
telte Chromatogrdmm dargestellt. Es beleOt dxe gute Trennung der einzelnen Sub-
stanzen und die Eignung von Diazepam als innerem Standard. Die Fig. 2-4 zeigen die
Trennungen der wichtigsten in Digitalis purpurea, Digitalis heyweodii und in einer

Hybride Digitalis heywoodii x Digitalis lanata vorkommenden Glykoside.

n 11 reinen Digitalisglykosiden ermit-

i

PR

0 s 10 15 20 25 30 35

MIN
Fig. 1. Calibrierung von reinsn Digitalisglykosiden bei der HPLC-Analyse. Bedingungen: RP-18-Siiule
(10 um) LiChrosorb; Acetonitril-Wasser. Gradient (27:73) bis (39:61) innerhalb 335 min, linear; Fluss 1.5
ml/min, 40°C, Detektor 225 nm. Injizierte Probenmenge 20 ul. R = Diazepam (Innerer Standard. C =
0.1075 mg./ml); 1 = Digitalinum verum (C = 0.200 mg/ml); 2 = Glucoverodoxin (C = 0.425mg/mi): 3 =
Neo-Glucodigifucosid (C = 0.250 mg/ml); 4 = Neo-Odorobiosid G (C = 0.360 mg;ml): 5 = Lanatosid C
(C = 0.650 mg/ml); 6 = Glucoevatromonosid (C = 0.280 mg/ml), 7 = Glucodigitoxigeninbisdigitoxosid
(C = 0.375 mg/ml); 8 = Lanatosid B (C = 0.385 mg,/ml); 9 = Purpureagiykosid A (C = 0.415mg;mi); 10
= Lanatosid A (C = 0.385 mg/ml); 11 = Digitoxin (C = 0.325 mg/ml).

Unm sich iiber die Reproduzierbarkeit der Methode ein Bild zu machen, haben
wir aus sieben Analysen einer homogenen Probe von Digitalis herwoodii-Blittern,
von den einzelnen Werten ausgehend die Standardabweichungen berechnet und in
Tabelle T zusammengestellt. Wie man daraus ersieht. ist die Streuung der Werte
relativ gering und eine Stérung durch noch vorhandene Ballaststoffe kaum zu be-
furchten.

Vergleich mit der Methode von Kaiser*

Wir haben die von uns vorgeschlagene quantitative HPLC-Analyse mit der
quantitativen Analyse von Digitalisblattextrakten nach Kaiser’> (Kombination Sdu-
len—Papierchromatographie, photometrische Bestimmung iiber die Farbreaktion
nach Baljet?*) verglichen. Wie Tabelle II ausweist, sind die beobachteten Differenzen
cering. Die HPLC-Analyse bietet gegeniiber dem Verfahren von Kaiser zwei wesentli-
che Vorteile: der Bedarf an Probenmaterial kann von 50 g auf 1.5 g reduziert werden
und dié Analysendauer lisst sich sehr stark, von ca. 35 h auf ca. 2-3 h verkiirzen.
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TABELLE]

EINZELWERTE, MITTELWERT UND STANDARDABWEICHUNG BEI DER QUANTITA—
TIVEN HPLC-ANALYSE VON DIGITALIS HEYWOODII-BLATTERN.

Alle Angaben in mg/100 g trockener Blattdroge.

Einzelwerte - Migrel- Standard-

- wert abweichung®
1 2 3 £ 5 6 7 R
Digitalinum verum 43 39 41 38 42 37 36 39 + 244
Glucoverodoxin 41 42 46 44 44 46 45 44 + 191
Glucodigifucosid 22 21 22 23 22 21 23 22 + 081
Odorobiosid G 22 24 22 25 23 24 21 23 + 141
Glucoevatromonosid 194 198 204 205 200 196 196 199 + 420
Lanatosid B i3 139 140 136 135 136 135 137 + 2
Purpureaglykosid A 594 3597 606 602 589 614 584 598 +10.24
Lanatosid A 408 414 411 407 405 416 416 411 + 447
Digitoxin 67 69 69 2 70 65 71 69 + 23§
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Fig. 2. HPLC-Trennung eines Blattextraktes aus Digirtalis purpurea L. Bedingungen:s. Fig. 1. R= lnncrer
Standard Diazepam (C =-0.027 mg/ml); ! = Digitalinum verum; 2 = Glucoverodoxin; 3 = Neo-
Glucodigifucosid; 4 = Neo-Odorobiosid G; 6 = Glucoevatromonosid; 7 = Glucodigitoxigeninbisdigito-
xosid; 9 = Purpureaglykosid A; 10 = Lanatosid A; 11 = Digitoxin; 16 = Pnrpureaglykosxd B; 17 =
nicht identifiziert.
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Fig. 3. HPLC-Trennung von Digitalis heywoodii P. et M. Sihva. Bedingungen: s. Fig. 1. R = Innerer
Standard Diazepam (C = 0.0625 mg/ml); 1 = Digitalinum verum; 2 = Glucoverodoxin; 3 = Neo-
Glucodigifucosid; 4 = Neo-Odorobiosid G; 6 = Glucoevatromonosid; 7 = Glucodigitoxigeninbisdigito-
xosid; 8 = Lanatosid B; 9 = Purpureagivkosid A: 10 = Lanatosid A: 11 = Digitoxin: 12, 13. 14 = nicht
identifiziert;-15 = Digoxin; 16 = Desacetyllanatosid B; 17 = fi-Acetyldigoxin; 1§ = x-Acetyldigoxin;

19 = Acetylgitoxin; 20, 21 = nicht identifiziert.
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Fig. 4. HPLC-Trennung von Digiralis heywoodii P. et M. Silva x Digitalis lanata EHRH. Bedingungen: s.
Fig. 1. R = Innerer Standard Diazepam (C = 0.05335 mg/ml); 1 = Digitalinum verum; 2 = Glucoverodo-
xin; 3 = Neo-Glucodigifucosid; 4 = Neo-Odorobiosid G; 5 = Lanatosid C: 6 = Glucoevatromonosid; 7
= Glucodigitoxigeninbisdigitoxosid; 8 = Lanatosid B; 9 = Purpureaglykosid A; 10 = Lanatosid A; 11
= Digitoxin; 13, 14 = nicht identifiziert; 16 = Desacetyllanatosid B; 17 = Acetyldigoxin; 20, 21 = nicht

identifiziert.
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tromonosid, Glucogitorosid, Glucolanadoxin, Glucoverodoxin und Glucogitofuco-
sid, Hermn Dr. A. Angliker, Sandoz AG, Bascl, fiir dic Lanatoside A, B, C und fur
Digitalinum verum.

NOTIZ

Nach Abschluss dieser Arbeit erhielten wir Kenntnis von der Publikation von
Jurenitsch et al.® iiber die HPLC-Analyse von Convallaria-Glykosiden. Die Autoren
kommen methodisch (Probenvorbereitung, mobile Phase, Detektion) zu sehr dhnli-
chen Resultaten; ihre Ergebnisse bestiitigen eindrucksvoll die Uberlegenheit der
HPLC in der Herzglykosidanalytik gegeniiber den bisherigen Verfahren.
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